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RESUMO

Estudos de nosso laboratorio demonstraram uma aumentada responsividade
hepatica a substratos gliconeogénicos durante a hipoglicemia induzida por insulina
(HIl) em ratos adultos. No presente trabalho expandiu-se estes estudos para ratos
desmamados. Para alcancar este propésito, comparou-se ratos machos Wistar
recém desmamado, com 12 horas de privagao alimentar que receberam insulina
(Grupo HII) ou salina (Grupo Controle). A glicemia foi avaliada 30 minutos apds a
injecdo de insulina ou salina em todos os animais. Além disso, realizou-se
experimentos de perfusdo de figado “in situ” empregando concentragdes saturantes
de L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), L-lactato (2 mM) e glicerol (2 mM) ou a
infusdo combinada destas substancias objetivando avaliar a produgédo de glicose.
Em parte dos experimentos determinou-se a produgao hepatica de L-lactato e
piruvato. Demonstrou-se que a HIl aumenta a capacidade hepatica de producio de
glicose a partir de glutamina. Porém, o mesmo efeito ndo ocorre para a L-alanina,
glicerol e L-lactato. Assim, verificou-se em ratos desmamados que a maior
responsividade hepatica a L-glutamina, mas nao ao L-lactato e L-alanina podem ser
atribuidas a uma imaturidade dos sistemas enzimaticos da gliconeogénese,
particularmente em relagdo a enzima piruvato carboxiquinase. Desta forma,
podemos concluir que a L-glutamina poderia ser um importante substrato
gliconeogénico na promogao da recuperagado da glicemia em ratos desmamados

hipglicémicos.

Palavras-chave: Hipoglicemia, Gliconeogénese, 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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AUC - Area sob a curva
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) tipo 1 é predominante em criangas e adolescentes
com o pico de surgimento entre 10 e 14 anos (GOMES, 2003). Esta forma da
doenca resulta da destruigdo das células 3 pancreaticas, mediada por resposta auto-
imune, e geralmente leva a deficiéncia 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
complicagbes crénicas como a nefropatia, retinopatia e neuropatia (KOWLURU et
al., 2004; KASTENBAUER et al., 2004).

A prevencdo das complicagdes cronicas € 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 glicémico estrito,
através de uma insulinoterapia intensiva, em reduzir o surgimento e a progressao
das complicagbes microvasculares. Apesar da intensificagdo da insulinoterapia
diminuir a incidéncia das complicagdes crbnicas do DM, o mesmo estudo, observou
a ocorréncia de um maior risco de HIl. Assim, a HIl constitui o principal obstaculo
para a implementacao da terapia insulinica intensiva (McNAY; SHERWIN, 2004).

Embora, Wysocki et al. (2003) ndo associem hipoglicemia severa a redugao
das fungdes cognitivas no DM tipo 1, a maioria dos estudos apontam para uma forte
correlagdo entre HIl e déficit cognitivo em criangas (ROVET; EHRLICH, 1999;

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



também tém demonstrado que a hipoglicemia acarreta diminuicdo do peso,
celularidade e conteudo protéico cerebral (CHASE et al.,, 1973). Dentro deste
mesmo contexto, Yamada, Rensing e Thio (2005) verificaram que episddios
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 Hll
encontra-se fortemente associado a duragéao, intensidade e freqiiéncia de episddios
hipoglicémicos (DESROCHER; ROVET, 2004; WARREN; FRIER, 2005). Além disso,
estudos clinicos demonstram que o déficit cognitivo esta mais presente em criancgas,
pois estas sdo mais susceptiveis a 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
circulacdo sistémica esta relativamente reduzida comparada a captacdo de glicose
pelos tecidos. Sob condigcbes fisiologicas, a hipoglicemia é corrigida por uma
combinacdo 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 contrarregulatoéria

A reducdo da glicemia faz com que o organismo, ative uma resposta
contrarreguladora na qual estd envolvida redugdo da secregdao de insulina e
aumento na secregao de glucagon, epinefrina, horménio do crescimento e cortisol

(DAVIS; ALONSO, 2004).



A liberagdo dos horménios envolvidos na resposta contrarregulatéria é
extremamente importante, pois sdo capazes de aumentar a gliconeogénese e a
glicogendlise. De acordo com Hume et al. (2005) a producao hepatica de glicose
através da glicogendlise e gliconeogénese é essencial para a normalizagédo da
glicemia.

O glucagon é o primeiro e o mais importante horménio contrarregulador a
atuar no figado, e o limiar glicémico para a intensificagdo de sua liberagao situa-se
entre 65 e 70 mg/dL (SCHWARTZ et al., 1987; MITRAKOU et al., 1991). Seus
principais efeitos sdo a intensificagdo da glicogendlise e gliconeogénese, que sao
mediados pela ativacdo de enzimas-chave destas vias (BUSSEY et al., 1985;
JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999).

A epinefrina possui limiar glicémico e efeito no metabolismo hepatico
qualitativamente semelhante ao do glucagon (CHU et al., 1996; SACCA et al., 1983;
DAVIS; ALONSO, 2004). Além disso, as catecolaminas (epinefrina e norepinefrina)
também s&o capazes de estimular a lipdlise, inibir a captagcdo muscular de glicose e
provocar sintomas adrenérgicos como palpitacées e tremores (HEPBURN et al.,
1991).

As funcbes do glucagon e epinefrina descritas anteriormente ocorrem em
individuos saudaveis, entretanto, o mesmo nao acontece no DM tipo 1, o que o torna
mais susceptivel as hipoglicemias. A falta de elevagado do glucagon durante esta
condicdo pode ser devido a deficiéncia de insulina, e a atenuada liberagdo de
adrenalina é decorrente do ciclo vicioso de hipoglicemias recorrentes que se instala
devido ao defeito na contrarregulagdo; o que leva ao esgotamento das reservas
adrenais (RYAN, 2004). Desta forma, quando estes individuos estao expostos a

insulina exdgena, se ocorrer queda na glicemia, podera haver deficiéncia na



elevagdao compensatoéria da secregao de glucagon (WHITE et al., 1983) e epinefrina
(CRYER, 2002; DAVIS; ALONSO, 2004) o que pode levar ao desenvolvimento de
hipoglicemia despercebida.

Outros hormobnios envolvidos na resposta contrarregulatéria com
participacdes mais tardias sdo o cortisol e 0 hormdnio do crescimento, sendo a agao
de ambos favorecer a lipdlise e a gliconeogénese. O cortisol também é capaz de
estimular a protedlise (JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999; CYNOBER, 2002) e
favorecer a acdo do glucagon na glicogendlise (EXTON et al. 1972) e na
gliconeogénese (MOKUDA; SAKAMOTO, 1997).

Através do exposto, verifica-se que em situagdes de hipoglicemia, o
organismo langa mao de um mecanismo glicorregulador capaz de aumentar a
capacidade hepatica de producédo de glicose. Além disso, controlar a glicemia é
importante, ja que hipoglicemias recorrentes reduzem a efetividade da resposta

contrarregulatéria e favorecem o aparecimento de déficit cognitivo.

1.2 — Recuperagao da Hll

Apos a primeira descricdo de reversdo do coma hipoglicémico com
aminoacidos (KEMALI et al., 1967), estudos em animais experimentais, voluntarios
saudaveis e pacientes com DM tem mostrado a possibilidade do uso de novas
substancias no tratamento da HIl. Por exemplo, os trabalhos de Wiethop e Cryer
(1993) e Evans et al. (2004), demonstraram que a administragdo de L-alanina via
oral (Wiethop; Cryer, 1993) ou por infusdo endovenosa (EVANS et al., 2004) pode

auxiliar na recuperacao da Hll.



Dentro deste contexto, nosso laboratério vem investigando mecanismos de
recuperagao da glicemia durante a HIl em ratos adultos desde 1992 (SOUZA et al.,
1994a, 1994b, 1995, 2001). O modelo de HIl foi estabelecido através da
administragao intraperitonial de 1U/Kg de insulina regular. Este modelo faz com que
o figado de ratos HIl encontre-se sobre a influéncia simultanea de insulina exégena
e contrarreguladores enddgenos. A insulina € um hormdnio que suprime a produgéo
hepatica de glicose através da inibigdo da glicogendlise (IKEZAWA et al., 2001) e
gliconeogénese (KOOPMANS et al, 1998) -enquanto os hormbnios
contrarreguladores possuem efeitos opostos.

Diante destes fatos, Borba-Murad et al. (1999) demonstraram que apesar da
hiperinsulinemia, a capacidade hepatica de produgdo de glicose a partir de L-alanina
e L-glutamina aumentava durante a HIl. Ainda nesta mesma linha de pesquisa,
Souza et al., (2001) observaram que a administragdo combinada de precursores de
glicose era mais eficiente que a glicose na recuperacgao da glicemia. Além disso, em
estudo recente, Galende (2005) verificou que a administragdo intraperitonial de
glicose 30 minutos apds a administragcao de insulina, inibe a produgao hepatica de
glicose.

Os estudos desenvolvidos em nosso laboratorio descritos anteriormente
sugerem que a intensificagdo da gliconeogénese hepatica possui papel crucial na
recuperagao da HIl. 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 € a propensdo a HIl, decidimos investigar em ratos recém
desmamados, com idade média de 21 dias, a participagcdo da producao hepatica de

glicose no processo de contrarregulagéo glicémica.



2 OBJETIVO

Avaliar a responsividade hepatica a substratos neoglicogénicos durante
hipoglicemia induzida por insulina (HIl) em ratos recém desmamados, através da

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



3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e tratamento

Utilizou-se ratos machos da linhagem Wistar recém-desmamados (Figura 1),
pesando 45-60 g, que recebiam agua e ragdo balanceada (Nuvilab®) ad libitum. No
dia anterior ao experimento o alimento era retirado as 18:30 (inicio do jejum) e no dia
seguinte as 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 laboratério Novo
Nordisk. Os substratos gliconeogénicos e os demais reagentes foram procedentes

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

3.3. Indugao da hipoglicemia induzida por insulina (HIl)

Nestes experimentos, o modelo de HIl estabelecido em nosso laboratério
(SOUZA et al., 1994a, 1994b, 1996) foi utilizado. A HIl foi obtida através de injegao
intraperitonial (ip) de insulina regular (1U/kg) em ratos (jejum de 12 horas). Os
animais foram submetidos a perfusao de figado in situ ou decapitados para a coleta
de sangue, 30 minutos da injeg¢éo de insulina (grupo Hll) ou salina (grupo controle),

Os experimentos foram iniciados 30 minutos apds a administragao de insulina
ou salina, pois neste momento os animais do grupo (HIl) encontravam-se

hipoglicémicos e hiperinsulinémicos.

3.4 Coleta de sangue

Para avaliagdo da concentragao sérica de glicose, L-glutamina e insulina, os
ratos foram decapitados 30 minutos apds a administracéo de insulina (grupo Hll) ou
salina (grupo controle) e o sangue coletado. Além disso, nos experimentos de
perfusdo de figado 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 Hll

encontravam-se hipoglicémicos no momento do experimento.



3.5. Sistema de perfusao do figado “in situ”

O sistema de perfusdo do figado (Figura 2) é composto por reservatorios
para o liquido de perfusdao, uma bomba peristaltica e um oxigenador de membrana,
acoplados a um banho-maria com bomba de circulagéo externa de agua aquecida e
um cilindro com mistura carbogénica (02/C0,=95/5%).

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro duplo de aluminio, ao
redor do qual estao enrolados tubos de borracha de silicone com parede de 0,25 mm
de espessura, diametro interno de 2 mm e comprimento total de 15 metros. A
camara interna do cilindro de aluminio € termostatizada pelo banho-maria, por meio
da bomba de circulagao externa de agua aquecida a 42°C. Esta temperatura permite
que o liquido de perfusdo quando atinge a canula inserida na veia porta, esteja com
uma temperatura de 37°C. O cilindro de aluminio esta isolado do ambiente por uma
cobertura cilindrica de acrilico, mantendo-se no seu interior uma atmosfera de O, e
CO,, nas proporgdes de 95:5. O sistema ainda contém um dispositivo que impede a
entrada de bolhas de ar no figado (capta-bolhas).

O liquido de perfusdo é impulsionado pela bomba peristaltica em direcédo ao
oxigenador. Neste local se processam as trocas gasosas. O O, e o CO; contidos na
atmosfera carbogénica (95%0, / 5% CO,), por troca passiva, passam para o liquido
de perfusdo que circula no interior dos tubos de borracha silicone. A fina espessura
da parede destes tubos, seu pequeno diametro e o seu comprimento total (grande
area de seccgao transversa) favorecem as trocas. Com os fluxos normalmente
utilizados (nunca acima de 10 mL por minuto), o tempo de permanéncia do liquido

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



liquido por troca passiva € saturado com oxigénio. Vale ressaltar, que a entrada de
COg2no liquido de perfusao diminui o seu pH inicial de 7,6 para 7,4.
O liquido de perfusdo quando chega a canula inserida na veia porta, esta

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

3.5.1. O liquido de perfuséo

O liquido de perfusao utilizado foi o tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato
(KH) (KREBS; HENSELEIT, 1932 apud KELMER-BRACHT, 1993), que contém a
seguinte composig¢ado: NaCl, 115 mM; NaHCOs3;, 25 mM; KCI, 5,8 mM; Na,SOq4, 1,2
mM; MgCl,, 1,18 mM; NaH,PO4, 1,2 mM e CaCl,, 2,5 mM.

Precursores gliconeogénicos, quando utilizados, foram dissolvidos no liquido
de perfusdo nas seguintes concentragdes: 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 perfusdo do figado.



3.5.2. A perfuséo do figado ‘in situ”

Decorridos 30 minutos da administracdo de insulina (grupo HIl) ou salina
(grupo controle), os animais foram anestesiados com injegao ip de tiopental sodico
(40mg/Kg) e fixados em mesa cirdrgica. O abdémen foi aberto até a altura do
diafragma por uma incisdo longitudinal central e duas incisbes laterais, com
exposicao do figado e dos demais 6rgaos. Ligaduras frouxas foram colocadas ao
redor da veia cava inferior, logo acima da veia renal direita, e ao redor da veia porta
(Figura 3). Apos a coleta de amostra de sangue da veia cava inferior em porgao
infra-hepatica, para constatagcdo do estado hipoglicémico no grupo Hll, a veia porta
foi canulada (Figura 3) sob baixo fluxo, (cerca de 6 mL/minuto) e, imediatamente
apo6s a canulagao foi realizada uma pequena secgdo na veia cava inferior, porgéao
infra-hepatica, para que ocorresse completo dessangramento deste 6rgdo. Esta
incisdo da vazao ao liquido extra que é bombeado para o sistema circulatorio,
evitando o aumento excessivo da pressdo, que poderia causar inchago do 6rgéao.
Em seguida, o fluxo foi elevado para garantir a oxigenacao hepatica, e a ligadura em
torno da veia porta foi amarrada para fixagao da canula. O térax foi aberto, e a veia
cava superior, acima do diafragma, foi ocluida para desviar o liquido para a veia
cava inferior, abaixo do figado. Posteriormente, a veia cava inferior (porgcéo infra-
hepatica) foi canulada para a coleta do liquido efluente (perfusado) que deixa o
figado através da veia hepatica. Finalmente, o fluxo foi ajustado para valores que
permitem a oxigenagdo adequada (cerca de 4 mL.min™" , g de figado). Este fluxo
estd muito acima dos valores fisioldgicos (cerca de 0,15 mL.min™' , g”) e visa

compensar a auséncia de eritrocitos no liquido de perfusao.
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FIGURA 3 — Posi¢des das ligaduras utilizadas para fixagdo das canulas, no momento do inicio dos experimentos
de perfusdo. As canulas foram inseridas na veia porta (a) e na veia cava inferior (b).

A perfusao foi, portanto, realizada em sistema aberto (ndo-recirculante),
sendo o direcionamento do fluxo no sentido do hepatdcito periportal para o
hepatécito perivenoso (perfusdo monovascular anterégrada).

Apds os 20 minutos iniciais de perfusdo, para adaptagao do figado as novas
condigdes, amostras do perfusado foram coletadas em intervalos de 5 minutos para
a determinagcdo de parametros bioquimicos. Durante este periodo a perfusdo do
figado foi realizada do seguinte modo: 10 minutos com o tamp&o KH e 30 minutos
com o tampao KH mais o substrato gliconeogénico.

Ao final do experimento o figado foi retirado e pesado para que as
produgbes de glicose, L-lactato e piruvato, por grama de figado (umol / min « g),
fossem quantificadas. A expressédo dos resultados em relagdo ao peso do 6rgao

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



3.6 Determinagodes Bioquimicas

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 acido
glucdnico e peréxido de hidrogénio (H202). O H,O2, em presenca de peroxidase
(POD), produz ligacéo oxidativa do fenol com a 4-aminofenazona (4-AF) e da origem
a um cromogeno com maxima absorgdo em 505 nm. Os valores obtidos para o
perfusado e soro foram expressos respectivamente em pmol / min x g e mg/dL. O

esquema a seguir resume estas reagdes:

GOD
Glicose + O, + HLO — 4acido glucbnico + H,0;

2 H,O, + 4-AF + fenolﬂ, 4 (p-benzoquinona-monoimino) fenazona + 4 H,O

3.6.2. Dosagem de L-lactato no perfusado
Foi realizada por um método enzimatico, segundo a técnica de GUTMAN e
WAHLEFELD (1974). Neste método, o L-lactato € oxidado a piruvato pelo NAD* em

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

L-(+)-lactato + NAD* 2", piruvato + NADH + H*



A formacao de NADH é proporcional a concentragao de L-lactato e medida

em espectrofotometro a 340 nm, e os valores obtidos expressos em pmol/min « 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 oxidacdo de quantidades

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

Piruvato + NADH + H* _'P" | -Jactato + NAD"

A oxidagao de NADH é proporcional a quantidade de piruvato reduzida a L-
lactato e medida espectrofotometricamente a 340 nm. Os valores obtidos foram

expressos em pmol / min  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 a-cetoglutarato pelo NAD" conforme o esquema:

glutaminase

L-glutamina + H,O » L-glutamato +NHj;

L-glutamato + H,O +NAD* _gutamato-desidrogenase  5_cetoglutarato + NADH + NH,*



A formacao 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 radioimunoldgico (RIE) de
(DESBUQUOIS; AURBACH, 1971). Trata-se de uma reagdo de competicdo entre
antigeno (insulina fria ou insulina marcada) para ligagao a um anticorpo especifico.
Essa reacao obedece a lei da agdo das massas. Portanto, quanto mais insulina fria
estiver presente, formar-se-a mais complexo insulina fria-anticorpo, acarretando
queda na quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo.
Mantendo-se fixos os volumes de insulina marcada com '?°| e anticorpo
anti-insulina, determinou-se a queda de radiagdo a medida que aumentava a
concentracao de insulina fria nos tubos de ensaio. A reagao de ligacdo competitiva
de insulina fria € da marcada pelo anticorpo completou-se em 48 horas de incubacéao
a 4°C. Apos esta fase, acrescentou-se solugao de polietileno-glicol a qual o
complexo horménio-anticorpo fica adsorvido. Através de centrifugagcdo a 2000 rpm
por 30 minutos e a 4°C, separou-se o complexo hormdnio-anticorpo, a partir do qual
foi quantificada a emissao de radiagdo gama da curva padrao e das amostras de
soro. As insulinemias de ratos foram aferidas nesta curva padrao. A concentragao

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

3.7. Procedimento estatistico

A producédo hepatica de glicose, L-lactato e piruvato foram quantificadas

pelos célculos das areas sob a curva (AUCs), expressa em pmol 4 g'1, utilizando-se o



programa GraphPad Prism-versao 4.0. A significancia estatistica das diferengas das
AUCs foi avaliada pelo “test t” de Student, empregando-se o mesmo programa. O
nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi adotado. Todos os valores séao

apresentados como média + desvio padrao (DP).



4. RESULTADOS

4.1 Concentracgao sérica de glicose, insulina e L-glutamina

Visando caracterizar a condicdo de HIl, avaliou-se 30 minutos apés a
administragdo de insulina ou salina, a glicemia e a insulinemia. Verificou-se redugao
da glicemia e elevagao da insulinemia (Tabela 1). Posteriormente, visando obter
informacdes adicionais aos resultados em perfusdo de figado in situ com L-
glutamina, realizou-se a dosagem deste aminoacido no soro, quando verificou-se

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

TABELA 1 — Concentragdo sanguinea de glicose, insulina e L-glutamina 30 minutos apés injegéo
intraperitonial de salina (grupo controle) ou insulina (grupo HIl). Os valores representam a média *
desvio padrao 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 gliconeogénica hepatica a partir de L-alanina, L-lactato, L-

glutamina, glicerol ou da combinagao destes precursores

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

A infusdo de L-alanina (Figuras 4A, 5A e 6A) promoveu aumento na produgao
de glicose (AUCc= 4,24 £ 1,06 vs..AUCy;= 5,73 + 0,99 umol Xg'1), piruvato (AUCc=

2,21 + 0,47 vs. AUCw= 2,29 + 0,60 umol x g ') e L-lactato (AUCc= 6,85 + 1,35 vs.




AUC= 7,54 = 1,08 umol xg'1) nos grupos controle e HIl a partir dos valores basais.

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

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

A infusdo de L-lactato (Figuras 7A e 8A) elevou a produgdao de glicose
(AUCc= 12,72 £ 6,21 vs. AUCy= 12,01 £ 3,75 umol Xg'1) e piruvato (AUC¢c= 2,88 +
0,82 vs. AUCH;= 2,79 + 0,90 umol «g™') nos grupos controle e HIl a partir dos valores

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

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

A infusdo de L-glutamina (Figura 9A) promoveu aumento na producdo de
glicose nos grupos controle e HIl em relacdo aos valores basais. Porém, este
aumento foi mais intenso (p<0,05) no grupo HIl (Figura 9B) em relagdo ao grupo

controle (AUCH;= 6,905 + 0,90 vs. AUCc= 3,767 + 0,62 umol g ™).

4.2 .4 Producio de glicose a partir de glicerol (2 mM)

A infusédo do glicerol (Figura 10A) elevou a produgao de glicose (AUCc= 9,83
+ 3,47 vs. AUCy= 10,64 £ 3,42 umol g'1) nos grupos controle e HIl a partir dos

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

4.2.5 Producédo de glicose e piruvato a partir de precursores combinados

A infusdo combinada de precursores de glicose (Figuras 11A e 12A) elevou a
producéo de glicose (AUCc=15,73 £ 1,72 vs. AUCy;= 15,63 = 1,22 umol g1) e
piruvato (AUCc= 1,72 + 0,29 vs. AUCy;= 1,72 + 0,30 umol Xg'1) a partir dos valores

basais. Porém, a intensidade do aumento foi semelhante (Figura 11B e 12B).
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FIGURA 4A — Produgéo hepatica de glicose a partir da infusdo de L-alanina. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusdo de figado 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 — Produgéo hepatica de glicose a partir da infusdo de L-alanina. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a
média + DP de 6 experimentos.
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FIGURA 5A — Producgao hepatica de piruvato a partir da infusdo de L-alanina. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusdo de figado 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 — Producgéo hepatica de piruvato a partir da infusdo de L-alanina. Ratos com 12 horas de
privacao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a
média + DP de 7 experimentos.
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FIGURA 6A — Producéo hepatica de L-lactato a partir da infusdo de L-alanina. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusdo de figado 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 — Producgao hepatica de L-lactato a partir da infusdo de L-alanina 5mM. Ratos com 12
horas de privacao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos
depois foram submetidos a perfusdo de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados
representam a média + DP de 6 experimentos.
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FIGURA 7A — Produgéo hepatica de glicose a partir infusdo de L-lactato. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado 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 Hll
respectivamente.
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FIGURA 7B — Producao hepatica de glicose a partir da infusdo de L-lactato. Ratos com 12 horas de
privacao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a
média + DP de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e HIl respectivamente.
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FIGURA 8A — Produgédo hepatica de piruvato a partir da infusdo de L-lactato. Ratos com 12 horas de
privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado 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 — Produgao hepatica de piruvato a partir da infusdo de L-lactato. Ratos com 12 horas de
privacao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusado de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a
média + DP de 4 e 5 experimentos para o Grupo Controle e HIl respectivamente.
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FIGURA 9A — Produgao hepatica de glicose a partir da infusdo de L-glutamina. Ratos com 12 horas
de privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusao de figado in situ. L-glutamina 10mM foi infundida no intervalo entre 10 e
40 minutos. Os resultados representam a média de 4 experimentos.
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FIGURA 9B — Produgao hepatica de glicose a partir da infusdo de L-glutamina. Ratos com 12 horas
de privagdo alimentar receberam insulina (HIl) ou salina (Controle) e 30 minutos depois foram
submetidos a perfuséo de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a média

+ DP de 4 experimentos.
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FIGURA 10A — Produgédo hepatica de glicose a partir infusdo de glicerol. Ratos com 12 horas de
privacao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusdo de figado 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 — Produgédo hepatica de glicose a partir infusdo de glicerol. Ratos com 12 horas de
privagdo alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30 minutos depois
foram submetidos a perfusado de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados representam a
média = DP de 6 experimentos.
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FIGURA 11A — Produgédo hepatica de glicose a partir da infusdo combinada de precursores
neoglicogénicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos
com 12 horas de privagao alimentar receberam insulina (Grupo HlIl) ou salina (Grupo Controle) e 30
minutos depois foram submetidos a perfusdo de figado 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 HIl respectivamente.
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FIGURA 11B - Produgédo hepatica de glicose a partir da infusdo combinada de precursores
gliconeogénicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos
com 12 horas de privagao alimentar receberam insulina (Grupo Hll) ou salina (Grupo Controle) e 30
minutos depois foram submetidos a perfuséo de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados
representam a média £ DP de 5 e 6 experimentos para o Grupo Controle e Hll respectivamente.
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FIGURA 12A — Produgédo hepdtica de piruvato a partir da infusdo combinada de precursores
neoglicogénicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos
com 12 horas de privagao alimentar receberam insulina (Grupo Hll) ou salina (Grupo Controle) e 30
minutos depois foram submetidos a perfusdo de figado 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 - Produgdo hepatica de piruvato a partir da infusdo combinada de precursores
neoglicogénicos: L-alanina (5 mM), L-glutamina (10 mM), glicerol (2mM) e L-lactato (2 mM). Ratos
com 12 horas de privagao alimentar receberam insulina (Grupo HIl) ou salina (Grupo Controle) e 30
minutos depois foram submetidos a perfuséo de figado in situ. AUC = area sob a curva. Os resultados
representam a média + DP de 6 experimentos.



5. DISCUSSAO

Tendo em vista os resultados previamente obtidos em nosso laboratério, com
o emprego de ratos adultos, descritos na introdugcdo deste trabalho, o presente

estudo expandiu esta linha de investigagao para ratos recém desmamados.

O intuito de se utilizar ratos desmamados foi o emprego de um modelo
experimental que simule hipoglicemia e recuperagéo da glicemia em criangas, que

s&o mais susceptiveis a HIl (WAGNER; GRABERT; HOLL, 2005).

A condigado dos animais no momento do experimento, foi de hiperinsulinemia/
hipoglicemia (Tabela 1) e esta situagao foi obtida em fungado de os experimentos se
iniciarem 30 minutos ap6s a administragdo i.p. de uma dose farmacoldgica de
insulina, ou seja, 1U/kg, o que permite alcangar uma insulinemia cerca de 8 vezes

superior aos valores fisiologicos.

Assim, empregando modelo experimental com as caracteristicas
anteriormente descritas realizou-se experimentos de perfusdo de figado “in situ”
visando avaliar o efeito da HIl na gliconeogénese hepatica 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 produgdo de glicose a partir de L-alanina foi semelhante nos grupos
Controle e HIl (Figura 4). De acordo com estes resultados, verificou-se que o
catabolismo da L-alanina ndo se altera durante a HlIl, pois a produgao de piruvato

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

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

L-lactato, ou seja, ndo houve diferencga significativa na produgao hepatica de glicose



entre os grupos Controle e HIl (Figura 7). De acordo com estes resultados, verificou-
se que o catabolismo deste substrato gliconeogénico nédo se altera durante a
hipoglicemia, pois a producdo de piruvato a partir de L-lactato (Figura 8) foi

semelhante entre os grupos Controle e HIl.

Em concordancia com os resultados obtidos com L-alanina e L-lactato, a
producao de glicose a partir de glicerol em ratos normoglicémicos (grupo Controle) e

hipoglicémicos (grupo HIl) também ndo mostrou diferencga significativa (Figura 10).

Em contraste a L-alanina, L-lactato e glicerol, a producdo hepatica de glicose
a partir de L-glutamina foi maior (p<0,05) em figados provenientes de ratos

submetidos a HIl (Figura 9).

Neste momento é importante enfatizar que apesar da insulina inibir a
gliconeogénese (IKEZAWA et al., 2001) e os animais do grupo HIl apresentarem-se
hiperinsulinémicos (Tabela 1), estes apresentaram capacidade gliconeogénica
inalterada, com exce¢ao da L-glutamina, para a qual o grupo HIl apresentou uma

producéo de glicose mais intensificada (Figura 9).

Os resultados obtidos devem-se provavelmente ao fato de que a HIl
desencadeia uma resposta contrarreguladora a qual aumenta a gliconeogénese
hepatica (SCHWARTZ et al., 1987; MITRAKOU et al.,1991). Embora tenha sido
observado em bebés de menos de 3 meses que a hipoglicemia ndo eleva o
glucagon, catecolaminas, GH e cortisol sangtiineo (HUME et al., 1999; JACKSON et
al., 2004; CROFTON; MIDGLEY, 2004).

Porém, deve se enfatizar que com exceg¢ao 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 haviamos

observado uma elevagdo mais intensa da produgéo da glicose (SOUZA et al., 2001).



Ainda, comparando a capacidade hepatica de produgao de glicose de ratos recém
desmamados em relagao a ratos adultos vale ressaltar os dados obtidos por Gazola
et al. (2007). Os resultados publicados pelos autores, demonstram que a produgao
hepatica de glicose em ratos hipoglicémicos, 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 gliconeogénica em ratos
recem desmamados ainda encontra-se em desenvolvimento, existindo uma possivel
imaturidade no sistema enzimatico envolvido no processo de gliconeogénese,
particularmente da enzima piruvato carboxilase (PC). Em concordéncia com esta
hipotese, Bussey et al. (1985), com base em estudos em ratos recém nascidos,
sugere que estes possuem inadequada atividade das enzimas envolvidas no
processo de gliconeogénese. De acordo com estes resultados, Van Kempen et al.
(2003a, 2003b), demonstraram em nossa espécie que recém nascidos possuem
dificuldade em aumentar a producédo hepatica de glicose, o que atribuiram a uma
menor ativagao da gliconeogénese, 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 € responsavel pela
sintese 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 relagéo a participagdo hormonal, a insulina reduz
a atividade da PC (MACKALL; LANE, 1977; WEINBERG; UTTER, 1980) enquanto o
glucagon e os glicocorticéides aumentam a atividade desta enzima (JITRAPAKDEE;

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



verificaram que a gliconeogénese de ratos recém nascidos encontra-se reduzida em
situacdes de extrema fome, devido uma reducdo na atividade da PC. Além disso,
Ballard e Hanson (1967) verificaram que a atividade da PC hepatica encontra-se
reduzida em fetos de ratos. Entretanto, a atividade da enzima aumenta durante os 7
primeiros dias de vida e apds este periodo comeca a declinar (BALLARD; HANSON,
1967; JITRAPAKDEE; WALLACE, 1999). Assim, verifica-se que a imaturidade
enzimatica dos ratos utilizados nos experimentos é ainda somada a fatores como
jejum e hiperinsulinemia, que também afetam a atividade da enzima PC.

A PEPCK hepatica também altera sua atividade em funcdo das condicbes
hormonais e nutricionais (CASSUTO et al.,, 1999). Ballard e Hanson (1967)
observaram que figados de fetos de ratos, possuem alta atividade desta enzima e
que apo6s o nascimento, ha expressiva elevagao 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 regulacéo da via gliconeogénica, Van
Kempen et al. (2003b) descrevem que esta via € dependente da disponibilidade de
precursores de glicose, secrecdo de hormdnios contrareguladores e adequada
atividade do sistema enzimatico envolvido na producéo de glicose.

Neste trabalho empregamos concentragbes supra-fisiologicas de substratos
gliconeogénicos, excluindo a possibilidade de os resultados obtidos decorrerem de
insuficiente disponibilidade de substratos. Outra razdo da nao elevagdo da
responsividade hepatica a L-alanina e L-lactato, seria uma ineficaz secregcéo de

horménios contrarreguladores durante a HIl. Porém, esta possibilidade é duvidosa,



pois observou-se no grupo HIl maior capacidade hepatica de producao de glicose
para a L-glutamina (Figura 9).
Para uma melhor visdo dos resultados obtidos, a Figura 13 representa um

resumo da entrada dos precursores na via neoglicogénica.
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FIGURA 13. Representacdo da gliconeogénese no hepatocito. A membrana plasmatica é
representada pelo retangulo maior. A mitocondria € representada pelo retdngulo menor. Abreviagoes:
LACT, L-lactato; PIR, Piruvato; L-GLUT, L-glutamina; CIT, Citrato; oo KG, alfa-cetoglutarato; SUCC,
Succinato; FUM, Fumarato; MAL, Malato; OAA, Oxaloacetato; PEP, Fosfoenolpiruvato; 2PG, 2-
Fosfoglicerato; 3PG, 3-Fosfoglicerato; GAP, Gliceraldeido 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 sdo convertidos em piruvato, que € convertido em
oxaloacetato na mitocéndria pela agdo da enzima PC. O oxaloacetato transforma-se
em fosfoenolpiruvato através da enzima PEPCK. Por outro lado, a L-glutamina

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



fosfoenolpiruvato pela acdo da enzima PEPCK. Como a L-glutamina ndo necessita
da agédo da enzima PC, como ocorre para o L-lactato e L-alanina, esta seria uma
possivel razdo para a producdo hepatica 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 as enzimas PC e PEPCK, justificando o fato de a
produgao de glicose a partir de glicerol ndo sofrer modificagdes (Figura 10).

Outro aspecto relevante é o fato de que apesar de haver uma melhor resposta
a L-glutamina isoladamente, quando esta é infundida com a L-alanina, L-lactato e
glicerol, a resposta gliconeogénica dos grupos HIl e Controle € semelhante (Figura
11). Estes resultados sugerem que diferente de ratos adultos (Souza et al,. 2001), a
HIl ndo eleva a capacidade gliconeogénica hepatica em ratos recém desmamados.

Considerando que a capacidade gliconeogénica de ratos desmamados
submetidos a HIl é mais elevada apenas para a L-glutamina e que a concentracéo
sérica deste aminoacido encontra-se inalterada (Tabela 1), abre-se a possibilidade
de a administragdo de L-glutamina contribuir na recuperagédo da HIl. Se esta
possibilidade for confirmada em ratos recém desmamados, abre-se a perspectiva do
emprego de L-glutamina na prevencao e tratamento da HIl em criangas submetidas
a insulinoterapia, condicdo na qual episédios de HIl limitam o controle adequado da

glicemia nestes pacientes.
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