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RESUMO

Milhées de pessoas em todo o mundo sdo diabéticas, sendo
grande parte destas, usuarias de terapia insulinica que o
fazem buscando o controle dos niveis de glicose no sangue.
Quando a dose de insulina é excessiva, a glicemia pode di-
minuir a valores muito baixos, quadro conhecido como
hipoglicemia induzida por insulina (HII). Em um individuo
normal, a hipoglicemia induz mecanismos que se utilizam
de horménios contrarreguladores para tentar contraba-
lancear o estado hipoglicémico do individuo, o que nio
ocorre adequadamente no paciente diabético. Os estudos
experimentais sobre a HII sio numerosos em ratos normais
e diabéticos, porém ainda escassos em camundongos. O
objetivo desta investigacido foi avaliar como os horménios
contrarreguladores da glicemia contrapdem-se a acio da
insulina durante um episédio de HII em camundongos. O
perfil glicémico foi acompanhado durante 300 min apés a
administracio de insulina. Os contrarreguladores foram
administrados 15 min ap6s a insulina. Nao houve melhora
do perfil glicémico durante a queda da glicemia e/ou du-
rante a recuperacio da glicemia nos grupos tratados com
contrarreguladores quando comparados com o grupo tra-
tado com insulina. Nos grupos tratados com adrenalina e
com hormonio do crescimento foi registrada uma recupe-
racio da glicemia significativamente pior. Como vérios
animais vieram a 6ébito antes do término do acompanha-
mento, ¢ provavel que as doses de contrarreguladores em-
pregadas em ratos nio sio adequadas para camundongos.
Sugere-se o planejamento de novos experimentos para es-
tabelecer essas doses.

PALAVRAS-CHAVE: Contrarregulagio; Camundongos;

Hipoglicemia; Insuluna.
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ABSTRACT

Millions of people worldwide have diabetes, and many of these,
insulin therapy users who do attempt to control glucose levels in
the blood. When the insulin dose is too high, your blood sugar
may decrease to very low values, condition known as insu-
lin-induced hypoglycemia (IIH). In a normal individual, hypo-
glycemia induced mechanisms that use counterregulatory
hormones to try to counteract the hypoglycemic state of the
individual, which does not adequately occurs in diabetic pa-
tients. Experimental studies on HII are numerous in normal and
diabetic rats, but still scarce in mice. The objective of this in-
vestigation was to evaluate how counterregulatory hormones
glucose up to oppose the action of insulin during an episode of
HII in mice. The glycemic profile was monitored for 300 min
after insulin administration. The counterregulatory were ad-
ministered 15 min after insulin. There was no improvement in
glycemic profile during the fall of blood glucose and / or during
the recovery of glucose in the groups treated with counterreg-
ulatory when compared to the insulin-treated group. In the
groups treated with adrenaline and growth hormone was re-
ported a recovery of blood glucose significantly worse. How
many animals came to death before the end of follow-up, it is
likely that counterregulatory doses used in mice are not suitable
for mice. It is suggested planning new experiments to establish
these doses.

KEYWORDS: Counterregulation; Mice; Hypoglycemia;
Insulin.

1. INTRODUGAO

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenga cronica grave que
acomete milhares de pessoas em todo o mundo, portanto,
se faz necessario um tratamento intensivo € uma orien-
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tagdo médica adequada'. Grande parte dos pacientes
diabéticos faz uso da insulinoterapia para diminuir e
controlar os niveis de glicose no sangue. O objetivo de
reduzir as complicagdes cronicas do Diabetes é geral-
mente atingido com planos de tratamento intensivo uti-
lizando insulina de longa e curta duragdo. Porém, a me-
dida que o controle da glicemia melhora, o risco de hi-
poglicemia aumenta e isso pode se tornar uma dificuldade
na utilizagdo de planos terapéuticos que buscam atingir
um controle rigoroso da glicemia®>.

Quando um paciente diabético ¢ tratado com insulina
em doses excessivas, a glicemia pode diminuir a valores
extremamente baixos, pois o excesso de insulina pode
fazer com que a glicose sanguinea seja transportada ra-
pidamente para o interior de células ndo-neuronais, insu-
lino-sensiveis, em todo o corpo®. A terapia insulinica,
essencial para os pacientes com diabetes mellitus tipo 1 e
alguns daqueles com diabetes tipo 2, tem na hipoglice-
mia, isto ¢, na queda anormal da glicose sanguinea, seu
principal efeito adverso®. A hipoglicemia induzida por
insulina (HII) ocorre em cerca de 90% dos pacientes com
diabetes tipo 1° € pode desencadear alteragdes neurolo-
gicas, coma e morte”,

Em um individuo normal, a hipoglicemia dispara
mecanismos contrarreguladores que diminuem a secregao
de insulina pelas células beta pancreaticas, e estimulam a
liberacdo de glucagon pelas células alfa pancredticas, de
adrenalina pela medula adrenal, de cortisol pelo cortex
adrenal, de hormonio do crescimento pela hipdfise e de
noradrenalina pelos neurdnios simpaticos
pos-ganglionares. Os hormonios contrarreguladores de-
terminam um efeito hiperglicemiante em um indivi-
duo®!. Os dois principais efeitos do glucagon no meta-
bolismo da glicose sdo: degradagdo do glicogénio hepa-
tico (glicogendlise) e aumento da produgdo de glicose a
partir de substratos ndo-carboidratos (gliconeogénese),
aumentando a disponibilidade de glicose na corrente
sanguinea. O glucagon tem um papel primario e funda-
mental no combate & hipoglicemia®*!!,

Quando o individuo se encontra hipoglicémico, o
efeito dos baixos niveis de glicemia sobre o hipotdlamo
estimula o sistema nervoso simpatico. Uma das fungdes
do sistema nervoso simpatico ¢ aumentar a disponibili-
dade de glicose: a adrenalina estimula maior liberagéo de
glicose pelo figado, aumentando a glicemia. Além disso,
as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) diminuem
a captagdo periférica de glicose, estimulam a gliconeo-
génese ¢ induzem a lipolise. Em conjunto, essas ac¢des
aumentam a glicemia e disponibilizam outros substratos
energéticos para os tecidos™*11:12,

O horménio do crescimento também exerce efeitos
sobre o metabolismo da glicose; ele diminui a captacao de
glicose pelas células e atua na redugdo da utilizacdo de
glicose para produgdo de energia, aumentando assim a
glicemia®. O cortisol também contribui para o controle do
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metabolismo dos carboidratos. O efeito metabdlico mais
bem conhecido do cortisol e de outros glicocorticoides
consiste na sua capacidade de estimular a gliconeogénese
pelo figado, aumentando quase sempre a velocidade da
gliconeogénese por até 6 a 10 vezes, além de mobilizar
substratos gliconeogénicos a partir de outros tecidos,
contribuindo assim para o aumento dos niveis de glice-
mia®,

Em individuos diabéticos tipo 1 tratados ndo ocorre
diminui¢do da concentragdo plasmatica de insulina, pois
isso depende da metabolizagdo da insulina administrada e
ndo da inibigdo da secrecdo endogena, que ¢ inexistente
ou inexpressiva; ha também um comprometimento da
secrecdo e acdo dos hormonios contrarreguladores*© .

Os estudos desenvolvidos sobre a HII tém sido con-
duzidos em grande parte em ratos, tanto normais quanto
diabéticos!\13H1415:1617.18,19 By ratos normais, os meca-
nismos contrarreguladores podem sobrepujar os efeitos
da insulina sobre a gliconeogénese hepatica, promovendo
recuperagio da glicemia®®. Contudo, considerando as
vantagens do uso do camundongo como modelo experi-
mental (menor peso corporal, menos espago para aloja-
mento, possibilidade de emprego de linhagens geneti-
camente modificadas, menor ingestdo alimentar, custos
reduzidos com material de consumo), ¢ importante con-
tinuar as investigagdes nessa espécie?®?122,

O objetivo desta investigagdo foi avaliar se as doses
dos hormonios contrarreguladores da glicemia — gluca-
gon, adrenalina, hormdénio do crescimento, cortisol —
utilizadas em ratos contrapdem-se a acdo da insulina
durante um episodio de hipoglicemia induzida por insu-
lina (HII) em camundongos albinos da linhagem Swiss.

2. MATERIAL E METODOS

Animais

Camundongos Albinos Swiss machos foram transfe-
ridos do Biotério Central da UEM para o biotério setorial
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, onde foram
mantidos sob condi¢des controladas de luz (12 horas
claro/12 horas escuro) e temperatura (22 + 20 C), com
suprimento & vontade de agua e ragdo (Nuvilab CR1®).
Os animais foram utilizados nos protocolos experimen-
tais quando alcancaram peso corporal de 25-30 gramas.
Os experimentos foram realizados sempre pela manha e
os camundongos estavam em jejum de 14-16 horas. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no uso dos animais da Universidade
Estadual de Maringd (UEM) com o protocolo 090/2012 e
parecer 016/2013.

Hipoglicemia Induzida por Insulina (HII)

Os camundongos receberam injeg¢do i.p. de insulina (1
U/kg de peso corporal; Novolin®) para os experimentos
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de hipoglicemia (SANTIAGO et al., 2013). Amostras de
sangue foram coletadas por uma incisdo na extremidade
da cauda, nos tempos 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300
min, sendo o tempo 0 min o momento imediatamente
anterior a administracao da insulina (grupo I).

Outros grupos de camundongos foram submetidos a
HII, cada grupo recebendo por inje¢do i.p. um dos hor-
monios contrarreguladores 15 min apods a administracao
de insulina (1 U/kg). Os grupos foram: glucagon (grupo
I+G, 0,02 mg/kg), cortisol (grupo I+C, 20 mg/kg), adre-
nalina (grupo I+A, 1 mg/kg), e hormonio do crescimento
(grupo I+S, 20 mg/kg)''. Amostras de sangue foram co-
letadas por uma incisdo na extremidade da cauda, nos
tempos 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min, sendo o
tempo 0 min o momento imediatamente anterior a admi-
nistracdo da insulina e o tempo 15 min o0 momento ime-
diatamente anterior a administracdo do hormoénio con-
trarregulador.

Determinagao da Glicemia

A glicose plasmatica foi dosada no sangue caudal
utilizando-se tiras-teste
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Anadlise Estatistica

As médias e desvios padrdes (DP) dos conjuntos de
dados foram tratados estatisticamente usando o teste
one-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os gru-
pos tratados com insulina e contrarreguladores (I+G, I+A,
I+C e I+S) foram comparados ao grupo tratado apenas
com insulina (I). Valores de p menores que 0,05 foram
considerados significantes. As analises estatisticas e os
graficos ilustrativos foram feitos usando o programa
Prism v5. Os dados sdo mostrados como média + DP.

3. RESULTADOS

A Figura 1 mostra o perfil da glicemia de todos os
grupos durante os 300 min de acompanhamento do epi-
sodio de HII. Todos os perfis foram qualitativamente
semelhantes, isto ¢, exibiram queda da glicemia durante
os primeiros 60 min seguida por recuperagdo da glicemia
até os 300 min.

de glicose e glicosimetro
(Optium®; Abbott, Sio
Paulo, Brasil) e as con-
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- queda da glicemia
(em mg/dL): diferenca
entre a glicemia aos 60
min e aos 0 min da HII;

- recuperacgao da glicemia (em mg/dL): diferenca en-
tre a glicemia aos 300 min e aos 120 min da HII;

- porcentagem de queda da glicemia inicial aos 60 min
da HII;

- porcentagem de recuperagdo da glicemia inicial aos
300 min da HII;

- velocidade de instalagdo da hipoglicemia (em
mg/dL/min) durante os primeiros 60 min da HII;

- velocidade de recuperagdo da glicemia (em
mg/dL/min) dos 120 aos 300 min da HII;

Atribuiu-se os primeiros 60 min como sendo o peri-
odo de instalacdo da hipoglicemia e o intervalo dos 120
aos 300 min como sendo o periodo de recuperagdo da
glicemia com base no perfil glicémico dos camundongos
do grupo I (Figura 1 — Resultados).

Do S, _&Q &Q‘?QA}?
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tempo (min)

Figura 1. Perfil da glicemia de camundongos albinos Swiss machos
submetidos a hipoglicemia induzida por insulina (HII, 1U/kg de peso
corporal, i.p., no tempo 0 min) durante 300 minutos. O grupo I recebeu
apenas insulina. Os demais grupos receberam insulina e injegdo i.p. de
hormoénios contrarreguladores no tempo 15 min: [+G glucagon 0,02
mg/kg; I+A adrenalina 1 mg/kg; I+C cortisol 20 mg/kg; I+S horménio
do crescimento 20 mg/kg. n=5-14 por grupo.

A Tabela 1 mostra a glicemia basal (0 min), aos 60
min e aos 300 min do periodo de HII. A glicemia basal,
isto €, imediatamente antes da inje¢do de insulina, ndo
foi diferente entre os grupos (p>0,05). Aos 60 min, o
grupo [+A mostrou glicemia significativamente maior do
que o grupo I, enquanto que aos 300 min a glicemia de
todos os grupos foi significativamente menor do que a
do grupo I.
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Tabela 1 — Glicemia basal (0 min), aos 60 min ¢ aos 300 min, de ca-
mundongos albinos Swiss machos submetidos a hipoglicemia induzida
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No grupo que recebeu insulina + adrenalina (I+A), a
recuperagdo do quadro hipoglicémico foi significativa-

por insulina (HII). .
Glicemia Grupo I Grupo I+G Grupo [+A Grupo I+C Grupo I+S mente menos Completa Se Comparada a0 grupo 1su-
(mg/dL) (0=8-13) (n=6-14) (n=4-6) (n=8-13) (n=7-14) lina (I), recuperando apenas 60% dos valores iniciais
0 min 88,1348.86  76,13:16,81  78,75:8.66  83,67:1442  76,0049,45 de glicemia aos 300 min (recuperagdo de 30 mg/dL
60min  26,1586,54  252146,18  3540£6,99% 31,00£731  20.43+5,52 entre os 120 e 300 min), o que também esta ilustrado
300min 945551324 T2,17£1240%  56,50£0,06*  74,00:17,03*  ss29x1720¢+  na Figura 1 e na Tabela 1.

Valores marcados com asterisco (*) foram significativamente diferen-
tes (p<0,05) em relagdo ao grupo I; ANOVA com pos-teste de Bonfer-
roni. I: insulina 1U/kg no tempo 0 min; I+G glucagon 0,02 mg/kg; I+A
adrenalina 1 mg/kg; I+C cortisol 20 mg/kg; [+S hormoénio do cresci-
mento 20 mg/kg no tempo 15 min.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dos cal-
culos nos diferentes grupos experimentais. Nao houve
diferenca entre os grupos quanto a queda da glicemia
nos primeiros 60 min de HII, tanto em valores absolutos
quanto em termos percentuais (p>0,05). A velocidade de
instalacdo da hipoglicemia também nao foi diferente
(p>0,05) entre os grupos que receberam contrarregula-
dores (I+G, I+A, I+C e I+S) e o grupo que recebeu insu-
lina (I).

Tabela 2. Queda e recuperacdo da glicemia e taxa de instalagdo e de
recuperagdo da glicemia de camundongos albinos Swiss machos sub-
metidos a hipoglicemia induzida por insulina (HII).

No grupo que recebeu insulina + horménio do
crescimento (I+S), a recuperagdo do quadro hipoglicé-
mico, em termos absolutos, também ocorreu de forma
significativamente menos acentuada se comparado ao
grupo insulina (I). Assim como o grupo I+A, o grupo
[+S também ndo retornou aos valores iniciais de glice-
mia até o final do experimento (300 min), sendo também
ilustrado na Figura 1 e na Tabela 1.

Os demais grupos ndo diferiram estatisticamente do
grupo I quanto aos parametros descritos na Tabela 2
(p>0,05). No entanto, a velocidade de recuperagdo da
glicemia tendeu a valores menores no grupo I+A.

Varios animais (n=16) morreram durante o periodo
de HII, a maioria depois dos primeiros 60 min. A maior
parte dos animais que vieram a dbito pertencia ao grupo
que recebeu insulina e adrenalina (grupo I+A, n=8).

4. DISCUSSAO

Grupo I Grupo I+G GrupoI+tA  GrupoI+C  Grupo I+S A hipoglicemia estimula uma res-
— (n=10-13) (n=9-13) (n=5-7) (n=9-12) (0=9-13) _ posta neuroendécrina orgénica que se
Queda da glicemia . . Iy n
L) dos 0 manifesta com a liberagdo dos hormo-
(mg . )dosOaos 63461591  5323+19.85  56.20£19,60  59,54£1031  52,67+588  piog contrarreguladores da hipoglice-
60 min mia. Glucagon, adrenalina, cortisol e
Queda da glicemia hormoénio do crescimento também sao
a0s 60 min (% da 67.5 67.5 66,7 69,5 72.1 liberados sob outras condi¢des de es-
inicial) tresse além da hipoglicemia. Esses
Velocidade de hormonios tém efeitos antagénicos aos
instalagdo da da 1nsu11ng tanto no ﬁgado quanto em
hipoglicemia 1,09+0,28 0,88+0,28 1,15+0,45 0,99+0,17 0,90+0,13 outros tecidos periféricos. O glucagon
AL ¢ o primeiro a ser liberado, seguido das
(mg/dL/min) catecolaminas, e posteriormente ocorre
Recuperagéo. da aumento da secre¢do do GH e do cor-
_— 912
slicemia (me/dL) 650061674 564442183  30,50£6,62% 4622¢1169 2311854 tisol. ~
dos 120 aos 300 ’ ’ ’ ’ A ’ ’ * A observagdo dos resultados refe-
min rentes a queda da glicemia nos pri-
Recuperagio da meiros 60 min da HII (Tabela 2) revela
- ue 0s grupos que receberam contrar-
glicemia aos 300 99,6 973 60,8* 87,3 88,7 d ~
. . ’ ’ ’ ’ ’ reguladores (I4+G, I+A, I+C e [+S) ndo
min (% da inicial) n .
diferiram do grupo que recebeu apenas
Velocidade de . . . ~
insulina (I). A taxa de instalagdo da
recuperagio da hipoglicemia também ndo foi diferente
- 0,34+0,16 0,320,16 0,18+0,04 0,250,07 0,24+0,10 pog
glicemia (Tabela 2). Ao menos para o glucagon
(mg/dL/min) (grupo I+G) e para a adrenalina (grupo

Valores marcados com asterisco (*) foram significativamente diferen-
tes (p<0,05) em relagdo ao grupo I; ANOVA com pos-teste de Bonfer-
roni. I: insulina 1U/kg no tempo 0 min; I+G glucagon 0,02 mg/kg; I+A
adrenalina 1 mg/kg; I+C cortisol 20 mg/kg; I+S hormoénio do cresci-
mento 20 mg/kg no tempo 15 min.
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[+A), esperava-se que esses parame-
tros fossem melhorados, considerando que esses hormo-
nios, assim como a ativagdo simpatica neural, sdo a pri-
meira linha de defesa no combate a hipoglicemia inici-
319,10.
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Todos os grupos mostraram glicemia final inferior a
do grupo I (Tabela 1). A recuperagdo da glicemia, em
termos de elevacdo da glicemia dos 120 aos 300 min
(Tabela 2) foi especialmente debilitada nos grupos que
receberam adrenalina e GH (grupos I+A e I+S, respecti-
vamente). Com relacdo & adrenalina (grupo [+A), deve-se
acrescentar ainda que foi surpreendente a alta taxa de
mortalidade (8 de 19 animais) e a debilitada recuperacao
da glicemia, que ficou no patamar de 60% da glicemia
inicial, enquanto nos demais grupos os percentuais fica-
ram entre 87% e 99% (Tabela 2).

Cortisol e GH séo tidos como horménios com agéo
contrarreguladora significativa na hipoglicemia tardia,
por limitarem a utilizacdo de glicose e estimularem a
gliconeogénese hepatica. Seus efeitos sdo detectaveis
ap6s 2-3 horas de hipoglicemia®'2. Neste estudo, entre-
tanto, o efeito desses hormonios na recuperacio da gli-
cemia (periodo entre 120 e 300 min) nao foi observado.

De um modo geral, portanto, o perfil glicémico dos
grupos que receberam hormonios contrarreguladores 15
min ap6s a administragdo de insulina ndo foi melhorado, e
em alguns casos foi até agravado. As doses utilizadas
foram aquelas descritas'!' em ratos. Naquele estudo, uma
hora apo6s a administragdo de insulina (30 min apds a
administragdo de um ou mais contrarreguladores), a ele-
vacdo da glicemia foi da ordem de 40 mg/dL, consta-
tando-se assim a a¢do hiperglicemiante desses hormo-
nios. E possivel que a dose do horménio contrarregulador
para esses efeitos no camundongo seja diferente daquela
utilizada em ratos.

Com a preocupagdo de padronizar a HII em camun-
dongos, em um estudo® testaram diferentes doses de
insulina (entre 0,1 e 2 U/kg) e estabeleceram a dose de 1
U/kg de peso corporal como sendo adequada para pro-
duzir um perfil glicémico com hipoglicemia e recupera-
¢do da glicemia, sem convulsdes ou morte dos animais.
Esta escolha, adicionalmente, facilita a comparagdo com
os dados obtidos em ratos. Tendo em vista os resultados
obtidos com os contrarreguladores neste estudo em con-
traste com aqueles obtidos em ratos'' , é necessario pla-
nejar novas investigacdes que avaliem as doses de con-
trarreguladores necessarias para reduzir a queda da gli-
cemia e/ou acentuar a recuperagdo da glicemia em ca-
mundongos.

5. CONCLUSAO

A administragdo dos hormoénios contrarreguladores
glucagon, adrenalina, cortisol e hormonio do crescimen-
to, a camundongos submetidos a hipoglicemia induzida
por insulina (HII) ndo teve efeitos atenuadores sobre a
queda da glicemia e prejudicou a recuperacao da glice-
mia.

Para a adrenalina, houve um comprometimento ainda
mais significativo da recupera¢do da glicemia, com re-
gistro de elevado nimero de mortes no grupo. E neces-
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sario estabelecer as doses de hormonios contrarregula-
dores eficientes para redugdo da queda da glicemia e para
melhor recuperacdo da glicemia em camundongos Swiss
submetidos a HII.
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