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RESUMO: A terapia intensiva de insulina determina um
controle glicémico rigoroso, mas resulta numa incidéncia
aumentada de hipoglicemia induzida pela insulina (HII). A
disponibilidade de precursores gliconeogénicos é crucial para
a producdo hepatica de glicosee sua oferta oral promove
recuperagao diferenciada da glicemia. Considerando que o
figado desempenha papel central na regulagao da glicemia, nossa
pesquisa teve como objetivo investigar sua participacio nos
mecanismos de recuperacio da HII, a partir da administracao
oral de precursores gliconeogénicos em ratos com 6 horas de
privagao alimentar. Nossos resultados demonstraram que o
glicerol, o piruvato e a L-glutamina apresentaram tendéncia de
elevar a glicemia aos 8 min ap6s gavagem. No entanto, a partir
de 30 min somente a L.-alanina e a I.-glutamina apresentaram a
menor queda da glicemia. O piruvato e o glicerol apresentaram
o mesmo efeito efémero da glicose sobre a recuperacio da
glicemia, ou seja, elevagdo inicial e agravamento posterior do
quadro. Ap6s 1h da administragio o efeito positivo da L-alanina
desaparece tornando-a inapropriada contra queda da glicemia
em tempos prolongados, enquanto a L-glutamina sustentou
um maior valor glicémico. Concluimos que provavelmente
pelo fato do hepatocito encontrar-se mais reduzido quando
a L-glutamina é o precursor gliconeogénico o efeito deste
aminoacido a longo prazo seria favorecido.

PALAVRAS-CHAVE: Hipoglicemia; Insulina; Gliconeogéne-
se; Metabolismo.

EFFECTS OF ORAL
ADMINISTRATION OF
HEPATIC GLUCONEOGENIC
PRECURSORS IN INSULIN-
INDUCED HYPOGLYCAEMIA

ABSTRACT: Although intensive insulin therapy determines
a strict glycaemic control, an increased incidence of insulin-
induced hypoglycemia (IIH) occurs. The availability of
gluconeogenic precursors is crucial for hepatic glucose
production and oral supply promotes differentiated recovery
of blood glucose. Since the liver plays a central role in the
regulation of blood glucose, current research investigates its
involvement in the mechanisms of IIH recovery by the oral
administration of gluconeogenic precursors in rats fasting for 6
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hours. Results show that glycerol, pyruvic acid and L-glutamine
tended towards a rise in blood glucose levels 8 min after gavage.
However, after 30 min, only I-alanine and L.-glutamine showe
the lowest decrease in blood glucose. Pyruvic acid and glycerol
showed the same transient glucose effect on the recovery
of blood glucose, or rather, an initial rise and subsequent
worsening of the condition. After one hour the positive
effect of L-alanine disappeared and became inappropriate for
a decrease in blood glucose during prolonged periods, while
L-glutamine maintained a higher glycaemic rate. Perhaps due to
the fact that the hepatocyte is reduced when L-glutamine is the
gluconeogenic precursor, the effect of this aminoacid would in
the long run be favored.

KEYWORDS: Hypoglycaemia; Insulin; Glyconeogenesis;
Metabolism.

INTRODUGCAO

Na udltima década, o efeito da terapia intensiva de insulina
para reduzir as complicacbes cronicas do diabetes tem
sido convincentemente demonstrado em estudos clinicos
(DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL,
1993; UK PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1998).
Hoje, nio se questiona o valor da terapia intensiva de insulina
em proteger contra complicagdes micro e macrovasculares.
Entretanto, o controle glicémico rigoroso esta associado com
uma incidéncia aumentada de hipoglicemia induzida pela
insulina (HII), sendo a principal limitacdo para a implementacao
do tratamento (DAVIS; ALONSO, 2004).

O figado desempenha papel central na regulacio da
glicemia (MOORE; CONNOLLY; CHERRINGTON, 1998;
CARVALHO et al., 2002; JIANG; ZHANG, 2002), esta fungao
glicorreguladora depende de mecanismos precisos que, atuando
sobre o figado, modulam sua funcio fazendo-o variar entre a

liberagdo e captagao equilibradas da glicose.

Para conhecer melhor o mecanismo de HII, utilizamos
um modelo experimental de hipoglicemia obtida por injecao
intraperitoneal de uma dose farmacolégica de insulina regular
em ratos com 6 horas de privacio alimentar (SOUZA ef al.,
1994a; 1994b). Assim, usando este modelo observou-se que a
administracdo de insulina promove nio somente hipoglicemia,
mas reducido da concentragdo sanguinea de glicerol, L-lactato
e L-alanina (SOUZA et al., 2001a; 2001b), que poderia ser
atribuida a uma maior utilizacdo destes precursores de glicose

e/ou a inibicio de sua mobilizacio pela insulina. Em adicio, a

capacidade gliconeogénica hepatica apresentou-se aumentada

a partit de concentracbes saturantes destes substratos

gliconeogénicos NASCIMENTO ef al., 2008).

Estes resultados foram reforcados em estudos com ratos
submetidos a jejum de 24 horas ¢ HII de curto (GAZOLA ez al.,
2007) e longo prazo (GARCIA ez al. 2007; 2008). Concluimos
entio que a disponibilidade de substratos gliconeogénicos

durante HII ¢ crucial para a recuperac¢ao da glicemia.

Devido ao fato de que durante HII os niveis destes
precursores de glicose encontram-se reduzidos no sangue,
foram realizados estudos mostrando que a administracio
intraperitoneal (SOUZA et al., 2001a) e oral NASCIMENTO
et al., 2008) de precursores gliconeogénicos foi capaz de
promover a recuperagao da glicemia 30 min apés. Entretanto,
a recuperacio da glicemia apds administracio oral (gavagem)
de glicerol apresentou tal efeito com menor tempo (8 min apos
gavagem). Este fato nos alertou para um possivel efeito tempo
dependente de cada precursor gliconeogénico na recuperacio
da hipoglicemia.

Com o objetivo de dar continuidade aos estudos anteriores
em ratos, com 6 horas de privacao alimentar e HII, propomo-
nos investigar o efeito da administracio oral de glicose e sacarose
e dos precursores gliconeogénicos I-alanina, I-glutamina,
L-lactato, piruvato e glicerol, isolados ou combinados na

recuperac¢ao da glicemia, por um perfodo de 60 minutos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar
(180-220 g), oriundos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa, mantidos a temperatura em torno
de 23°C + 1°C. Os animais tiveram livre acesso ao alimento
(racio balanceada Nuvilabe) até o dia do experimento e agua a
vontade. No dia do experimento os animais foram transferidos
para gaiolas individuais e o alimento retirado as 8 horas da
manhi, de forma que no momento do experimento, a ser
iniciado as 14 horas, os animais apresentavam-se com 6 horas

de privacio alimentar.

2.2 MODELO EXPERIMENTAL
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O modelo de HII utilizado foi o previamente estabelecido
por Souza e colaboradores (1994a; 1994b) obtido através
da administragio i.p. de insulina regular (1U/kg), em que a
glicemia apresentou declinio significativo 30 min apds, tempo

selecionado para a realizagdao da gavagem.

2.3 ADMINISTRACAO ORAL DE PRECURSO-
RES GLICONEOGENICOS

Para investigarmos o efeito da administracio oral de
L-alanina, L-glutamina, L-lactato e piruvato isolados, 100mg/
Kg de cada substancia foi administrada por gavagem 30 min
ap6s a injecao de insulina, um grupo recebeu uma combinagao
destes precursores gliconeogénicos na dose total de 100 mg/
Kg. Além desses, foram incluidos 3 sub-grupos (controles)
que teceberam glicose ou sacarose (100 mg/Kg) ou salina 30
minutos apos a inje¢ao de insulina. Amostras de sangue foram
coletadas por via caudal e a glicemia determinada 0, 8, 30 e 60

min apos gavagem.
O protocolo experimental de gavagem foi
realizado com aprovacio pela Comissio de Etica

Animal da Universidade Estadual de Maringa
(CEAE) sob o Parecer n® 055/2008.

2.4 DETERMINACAO DAS CONCENTRA-
COES DE GLICOSE.

As concentragdes de glicose no soro foram medidas pelo
método da glicose-oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974). A

glicemia foi expressa em mg/dL.

2.5 PROCEDIMENTO ESTATISTICO

As concentragdes sanguineas de glicose foram avaliadas
empregando-se o teste “t” de Student através do programa
GraphPad-Prism  (versio 5.0). Foi adotado o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Todos os valores foram

apresentados como média + erro padrio (EP).

3 RESULTADOS

Todos os resultados estio expressos na figura 1. Os valores
glicémicos obtidos a partir da administracio oral de salina
demonstraram tendéncia de queda da glicemia 8 min apos a
gavagem. Esta queda tornou-se mais intensa (p<0,05) aos 30

e 60 min, atingindo valores glicémicos perigosamente baixos.

Em compara¢do com o grupo salina, o grupo que recebeu
glicose teve uma elevagio transitoria da glicemia acima do valor
inicial seguida de queda progressiva aos 30 ¢ 60 min (p<0,05)
ap6s a sua administracdo. O grupo que recebeu sacarose
nao apresentou clevacido transitoria da glicemia, mas queda

significativa e sustentada a partir de 30 min.

A administracio oral dos precursores gliconeogénicos
glicerol, piruvato e I-lactato também apresentou queda
progressiva (p<<0,05) da glicemia a partir de 30 min. No entanto,
glicerol e piruvato, mostraram eleva¢ao transitéria da glicemia
acima do valor inicial aos 8 min, efeito nao observado quando

o precursor foi o L-lactato.

Comparando com o grupo que recebeu salina, os animais
que receberam os aminoicidos L-alanina e L-glutamina
apresentaram uma menor queda da glicemia a partir dos 30
min. Assim como a glicose, piruvato e glicerol, a L-glutamina
também apresentou elevacio transitoria da glicemia 8 min apés
a gavagem. O aminodcido L-glutamina foi o precursor que

apresentou menor queda glicémica 60 mim apds a gavagem.

A oferta oral dos precursores combinados sustentou a
glicemia nos primeiros minutos, no entanto, promoveu queda
glicémica maior que os precursores isolados 60 mim apéds a sua
administracdo, atingindo valores menores que a auséncia de

precursor.
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Figural: Resposta glicémica de ratos normais submetidos a

priva¢do alimentar de 6h e HIL

Os animais de cada grupo receberam administragao oral de
salina ou 100mg/Kg de glicose, sacarose, glicerol, piruvato,
L-lactato, L-alanina, I.-glutamina ou a combinacio dos
precursores gliconeogénicos 30 min apds a administragao
de insulina (tempo 0 min). A glicemia foi monitorada por
um periodo de 60 min apds a gavagem. Os dados foram

expressos como média £ EP de 6-8 experimentos individuais.

*p<0,05 vs tempo 0 min.

4 DISCUSSAO

A disponibilidade de precursores gliconeogénicos
¢ crucial para a producido hepatica de glicose. Esta
bem estabelecido que a HII provoca a liberagao
dos  hormonios  contrarreguladores
(DOBBINS ez al., 1991), epinefrina (BOLLI, 1998),
hormoénio do crescimento (CREYER, 1996) e

cortisol (DE FEO e¢# al., 1989) que superam o efeito

glucagon

inibitério da insulina na gliconeogénese hepatica
(NEWSHOLME; LEECH, 1983).

possibilidade desta alteracio metabodlica auxiliar

Todavia, a

na recuperacao da glicemia é limitada, visto que a

concentragao dos precursores de glicose no sangue diminue

durante a HII (SOUZA e# al., 2001a; 2001b; GARCIA ¢ al.,
2007; GAZOLA et al. 2007).

Ratos submetidos a HII e privacdo alimentar de 6 horas
apresentaram uma recuperagio diferenciada da glicemia
quando precursores gliconeogénicos foram administrados por
via oral 30 min apds gavagem, mostrando o efeito de curto
prazo do glicerol NASCIMENTO et al., 2008). O resultado
obtido com o glicerol mostrou-nos a necessidade de fazer
uma avaliacio temporal mais detalhada e ampla da glicemia,
por isso realizamos uma avaliagdo temporal acompanhando
a glicemia por um petiodo de 60 min apés a administracdo
oral, ou seja, 90 min apods a injecdo de insulina. Além disso,
incluimos uma avaliacdo temporal da prépria glicose, visto ser
o principal antidoto utilizado contra a hipoglicemia (MOORE;
WOOLLARD, 2005) e da sacatose (acucar comercial mais

comum) na nossa analise.

Apesar de a glicose mostrar tendéncia de elevar
transitoriamente a glicemia aos 8 min, sua oferta oral resultou
posteriormente numa queda pronunciada da glicemia,
reforcando resultados obtidos anteriormente (SOUZA et. al.,
2001a; 2001b; GAZOLA e¢t. al., 2007), onde observamos um
efeito refratario da glicose sobre a recuperacio endégena da
glicemia ap6s HII. A sacarose mostrou um comportamento
diferente da glicose por nio promover elevagao da glicemia 8
min apds sua administracao. Apds 30 min da administragao de
glicose e sacarose, ambas apresentaram uma queda significativa
da glicemia sustentada nos 30 min seguintes pelos ratos que
receberam sacarose oral, mas acentuada pela gavagem com

glicose.

A sacarose ¢ um dissacarideo e sua hidrélise intestinal gera
os monossacarideos glicose e frutose que, uma vez livres, sdo
absorvidos pelos enterdcitos. Provavelmente por isso ndo ha
tendéncia inicial de elevagao da glicemia aos 8 min como visto
com a glicose pura. No entanto, a diferenca de resposta nos
tempos 30 min e 60 min sdo um alerta, ou seja, é provavel
que diferentes agucares, agindo por diferentes mecanismos,
promovam efeitos diferenciados sobre a glicemia ¢ merecem

ser posteriormente investigados.

Os  precursores glicerol, piruvato e L-glutamina
apresentaram tendéncia de elevar transitoriamente a glicemia aos
8 min, efeito compartilhado com a prépria glicose. Entretanto
o I-lactato apresentou tendéncia em reduzir a glicemia aos 8

min aproximando-se do valor do grupo salina (sem precursor).

No entanto, 30 min apés a gavagem somente a L-alanina

e a L-glutamina apresentaram a menor queda da glicemia. A
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presenca desses aminoacidos resultou numa queda da glicemia
de somente 10% a partir do valor inicial, enquanto os outros
precursores provocaram quedas que variaram entre 17%
(L-lactato) a 33% (combinagdao). Os precursores piruvato
e glicerol apresentaram o mesmo efeito efémero da glicose
sobre a recuperagio da glicemia, ou seja, elevagio inicial e

agravamento do quadro posteriormente.

Era esperado que o piruvato, o L-lactato, ¢ o glicerol,
por serem os precursores mais simples e de acesso direto a
gliconeogénese hepatica, demonstrassem resultados melhores
do que os obtidos. No entanto, os aminoacidos se mostraram
mais eficientes como precursores de glicose, apesar da
formacao simultanea de ureia consumir energia e intermediarios
gliconeogénicos (GAZOLA et. al., 2007; GARCIA ez al., 2008).

Apdés 60 min o glicerol, piruvato e a combinacio
apresentaram os piores resultados glicémicos, atingindo valores
de glicemia inferiores ao do grupo que recebeu salina, ou seja,
o efeito inicial benéfico do glicerol e do piruvato converte-
se num efeito maléfico importante ao longo do tempo. A
combinac¢io dos precursores foi invalida em atingir as vias
em tempos diferentes e com isso obter beneficios glicémicos.
Aparentemente essa combinacdo acentua o efeito negativo.
Uma opgao seria selecionar e oferecer os precursores que
englobassem somente efeitos positivos sobre a glicemia em

todos os tempos.

De todos os precursores utilizados, a I-glutamina foi o
precursor que apresentou menor queda a partir do tempo inicial
(25%). Como a via gliconeogénica ¢ dependente da presenga
de equivalentes redutores, a metaboliza¢do diferenciada da
L-alanina e da L-glutamina pode ser um fator importante
na correcdo da glicemia. A L-alanina tem metabolizacio
principalmente citoplasmatica e a L-glutamina mitocondrial.
A geracio de equivalentes tredutores ¢é principalmente
mitocondrial e, a medida que a hipoglicemia progride, ha
deplecdo dos mesmos. Resultados anteriores (SOUZA ez al.,
2001a), em perfusao de figado 7 sifu, mostraram que o citosol
encontra-se mais reduzido quando a L-glutamina é o precursor
gliconeogénico e mais oxidado quando a I-alanina ¢ utilizada.
Este pode ser um fator importante na redugao de efeito da
L-alanina e favorecimento do efeito da I-glutamina a longo

prazo.

A relagao entre dose e efeito nio foi considerada nestes
experimentos, ¢ experimentos anteriores (GARCIA e al,
2007; 2008; GAZOLA et al, 2007) demonstraram que ha

uma clara relacdo entre a recuperacio hepatica da glicemia e a

concentracio do precursor.

Os resultados obtidos demonstraram que os precursores
de glicose apresentam tempo de resposta diferenciado,
provavelmente devido as caracteristicas individuais de cada um.
Portanto, a continuidade das investigacdes ¢ necessatia para
determinar a viabilidade de utilizagdao de precursores de glicose
no tratamento do HII, além do mais a diferenca de resultado
entre glicose e sacarose também deve ser investigada ji que a

sacarose ¢ o acucar mais utilizado pela populagio.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nestes resultados, verificamos que a L-glutamina
¢ o precursor que promove menor queda da glicemia,
apresentando um “efeito protetor”. Nossas investigacoes
sugerem a possibilidade da administragio de precursores
de glicose no tratamento da HII, entretanto, expetimentos
adicionais e investigacbes clinicas sdo necessatios para

confirmar essa sugestao.
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