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Resumo: A insulinoterapia evita o desenvolvimento de complicagOes
crdnicas em pacientes diabéticos tipo 1 (DBT1) mas aumenta a incidéncia de
hipoglicemia induzida por insulina (HIl). A HIl aciona mecanismos
contrarreguladores relacionados a liberagdo de glucagon, adrenalina e
cortisol. O aminoacido ndo-essencial L-glutamina pode estar em déficit em
estados catabodlicos como DBT1, e a suplementacédo na forma de dipeptideo
(GDP) pode ser indicada. Portanto, esta investigagdo avaliou o efeito dos
horménios glucagon, adrenalina ou cortisol associados ao GDP na
recuperagdo da glicemia durante episodio de HIl em camundongos Swiss
nao diabéticos (NDBT) e DBT1. O glucagon e a adrenalina, nas doses
utilizadas, ndo promoveram efeitos importantes. No entanto, o cortisol
promoveu uma melhor recuperacdo da glicemia na auséncia do GDP em
animais DBT1. E provavel que a presenca do GDP sinalize uma protedlise
em andamento e isso tenha inibido o efeito direto do cortisol sobre este
processo. Como o GDP ¢é oferecido na forma de “bolus”, apds ser exaurido
ha queda dos aminoéacidos plasmaticos que associado a reduzida protedlise
prejudica a recuperacdo da glicemia. Portanto, a suplementagdo com GDP
em pacientes com DBT1 deve ser cautelosa.

Introducdo: O Diabetes Mellitus tipo 1 (DBT1) € uma doenca caracterizada
pela hiperglicemia resultante da auséncia de insulina (ANGELIS e
TIRAPEGUI, 2007). A insulinoterapia necessaria aumenta o0 risco de
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hipoglicemia induzida por insulina (HII). A hipoglicemia aciona mecanismos
hiperglicemiantes que se referem a acdo metabdlica do glucagon, adrenalina
e cortisol (CRYER 2008). Em estados catabdlicos intensos, como em
pacientes diabéticos tipo 1 (DBT1), ha um déficit de L-glutamina e a
suplementacdo, na forma de dipeptideo (GDP), pode ser considerada
(CRUZAT et al., 2014). No entanto, a interacdo entre a acdo hormonal e a
suplementacdo sdo pouco conhecidas, fazendo-se necessario maiores
estudos. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar, em
camundongos nao diabéticos (NDBT) e DBT1, as respostas metabdlicas in
vitro utilizando hepatécitos isolados; os efeitos glicémicos dos hormdnios
glucagon, adrenalina e cortisol; assim como os efeitos glicEmicos do GDP in
vivo durante episodio de Hil.

Materiais e métodos:

Animais: 30 camundongos machos da linhagem Swiss (28 dias/22 g), com
livre acesso a agua e ragdo balanceada Nuvital®, foram mantidos no biotério
setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (tpt 23°C+1°C, e
fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro). CEUA-UEM: 079/2011 Diabetizacao:
parte dos camundongos (jejum prévio de 15 h) receberam injecao
intraperitoneal (ip) de Aloxana (180 mg/Kg). Apos 4 dias, foram considerados
DBT1 os animais com glicemia = 300 mg/dL. Hipoglicemia Induzida por
Insulina (HIl) Reqular: os camundongos NDBT e DBT1 (jejum noturno de 15
h) receberam injecdo ip de insulina (1 U/Kg, Novolin®), este sendo
considerado como tempo 0 min para a avaliacdo da glicemia por até 5 h.
Hormonios contrarreqguladores e GDP: em parte dos animais NDBT e DBT1,
15 min apés a injecao de insulina, foi ministrado por via ip os horménios
glucagon (0,02 mg/kg) ou cortisol (20 mg/kg) ou adrenalina (1 mg/kg). Uma
parte dos camundongos DBT1, também no tempo 15 min, receberam uma
dose oral de GDP (400 mg/Kg). Amostras de sangue foram coletadas por 5 h
para dosagem da glicemia. Isolamento dos hepatdcitos: os animais foram
anestesiados (Ketamina/Xilazina 100/10 mg/Kg) e submetidos a laparotomia.
Os figados, foram perfundidos com tampé&o Krebs-Henseleit-Bicarbonato (pH
7,4, 37°C, saturado com O,/CO, 95/5%) contendo colagenase 3,5%, técnica
descrita por Berry & Friend (1969) e modificada por BAZOTTE et al. (1991).
A eutanasia ocorreu por choque hipovolémico. Glicemia: avaliada por incisdo
caudal e glicosimetro nos tempos 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min.
Volumes injetados: 0,1 mL/100 g pc. Analise estatistica dos resultados: os
valores foram expressos em mM, analisados por teste “t” de Student,
empregando-se o0 programa GraphPad Prism — versdo 5.0, média + desvio
padrao de 4-6 experimentos individuais, nivel de significancia em 95%.
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Figura 1 — Perfil glicémico de camundongos submetidos a HIl durante 300 min. O grupo nédo diabético NDBT+INS
e o grupo diabético tipo 1 DBT1+INS receberam insulina no tempo 0 min. O grupo DBT1+INS+GDP recebeu
também o GDP 15 min ap6s a injegé@o de insulina. O grupo nao diabético NDBT+INS+GLUC e o grupo diabético
tipo 1 DBT1+INS+GLUC receberam insulina no tempo O min e glucagon 15 min apés. O grupo
DBT1+INS+GLUC+GDP recebeu também o GDP 15 min apés a injecdo de insulina; n=4-6 animais/grupo; e
p<0,05, tempo 300 min, DBT1+INS+GDP vs DBT1+INS.
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Figura 2 — Perfil glicémico de camundongos submetidos a HIl durante 300 min. O grupo nédo diabético
NDBT+INS+ADRE e o grupo diabético tipo 1 DBT1+INS+ADRE receberam insulina no tempo O min e adrenalina 15
min ap6s. O grupo DBT1+INS+ADRE+GDP recebeu também o GDP 15 min apds a inje¢éo de insulina. O grupo
ndo diabético NDBT+INS+CORT e o grupo diabético tipo 1 DBT1+INS+CORT receberam insulina no tempo 0 min e
cortisol 15 min ap6s. O grupo DBT1+INS+CORT+GDP recebeu também o GDP 15 min apds a injegéo de insulina;
n=4-6 animais/grupo. e p<0,05, tempo 300 min, DBT1+INS+CORT+GDP vs DBT1+INS+CORT.

Por entraves metodoldgicos ndo solucionados até 0 momento, nao foi
possivel realizar o isolamento dos hepatdcitos para os experimentos in vitro.
Os experimentos in vivo foram realizados com sucesso e sdo descritos a
seguir. Os camundongos DBT1 que receberam GDP (Fig 1a) apresentaram,
apos o tempo 180 min, uma tendéncia (p>0,05) de melhora da glicemia. No
entanto, o glucagon (Fig 1b), a adrenalina (Fig 2a) e o GDP (Fig 1b e 2a)
nao alteraram (p>0,05), de forma significativa, a capacidade de recuperacéo
da glicemia aos 300 min. O cortisol (Fig 2b) ndo impediu a instalagdo da
crise hipoglicémica mas melhorou (p<0,05) a capacidade de recuperacdo da
glicemia aos 300 min. Este efeito ndo foi observado em animais NDBT. No
entanto, na presenca de GDP esse efeito foi abolido (p<0,05).

Conclusbes: Somente o horménio cortisol promoveu uma melhor
recuperacdo da glicemia nos camundongos DBT1 submetidos a HIl, no
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entanto, esse efeito foi neutralizado pelo GDP. E provavel que a presenca do
GDP sinalize uma protedlise em andamento e isso tenha inibido o efeito
direto do cortisol sobre este processo. Como o GDP é oferecido na forma de
“bolus”, apds ser exaurido do sangue, ha queda dréstica dos aminoacidos
plasmaticos, reduzida protedlise e prejuizo da recuperacao da glicemia.
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