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APRESENTACAO

Esta tese € composta de 2 artigos cientificos intitulados “A associacao de
L-glutamina oral com as Insulina Degludeca e Regular modifica os parametros
plasmaticos e o estresse oxidativo hepatico em modelo animal de diabetes tipo
1“ e “Glutamina oral modula a ac¢ao da Insulina Degludeca e da Insulina Regular
em ratos Wistar diabéticos tipo 1”. Em consonancia com as regras do Programa
de Pés-graduacao em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Maringa,
os artigos foram redigidos de acordo com as normas das revistas.

O primeiro artigo serd submetido a revista Journal of Diabetes and Its
Complications (ISSN 1056-8727), fator de impacto 2.684. Qualis CAPES B1.
Este artigo apresenta os efeitos da suplementacdo com L-glutamina associada
a Insulina Degludeca ou Regular sobre parametros fisiolégicos, bioquimicos e
estresse oxidativo hepatico. As normas desta revista se encontram em anexo

(https://www.elsevier.com/journals/journal-of-diabetes-and-its-

complications/1056-8727/quide-for-authors).

O segundo artigo sera submetido a revista Diabetes & Metabolism (ISSN
1262-3636), fator de impacto 4.008. Qualis CAPES B2. Este artigo apresenta 0os
efeitos da suplementacdo com L-glutamina associada a Insulina Degludeca ou
Regular sobre parametros fisiol6gicos, metabolismo hepatico de glicose e L-
lactato e histologia hepética. As normas desta revista se encontram em anexo

(https://www.elsevier.com/journals/diabetes-and-metabolism/1262-3636/quide-

for-authors).


https://www.elsevier.com/journals/journal-of-diabetes-and-its-complications/1056-8727/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/journal-of-diabetes-and-its-complications/1056-8727/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/diabetes-and-metabolism/1262-3636/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/diabetes-and-metabolism/1262-3636/guide-for-authors

RESUMO GERAL

INTRODUCAO: O diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) é uma doenca cronica
resultante da destruicdo imunoldgica das células B-pancreéticas, que leva a
perda da secrecdo enddgena de insulina. A incapacidade dos tecidos insulino-
dependentes de captar glicose leva a desregulacdo do metabolismo hepético de
glicose, o que resulta em hiperglicemia. Varios tipos de insulina séo utilizados na
reposicdo hormonal obrigatoria de pacientes T1DM, que variam entre ultra-
rapida, rapida, intermediaria e de longa duracéo. Por outro lado, 0 aminoacido L-
glutamina (GLN) tem a capacidade de promover redugdo do estresse oxidativo
e das complicacdes cronicas associadas ao T1DM, porém sua concentracao
plasmatica encontra-se geralmente diminuida nestes pacientes. Isto abre a
possibilidade de suplementacdo da GLN concomitante com a reposicao

hormonal com insulina.

OBJETIVOS: Avaliar os efeitos da reposi¢cdo hormonal com Insulina Degludeca
(longa duracéo - basal) ou Insulina Regular (duracao rapida), associadas ou ndo
a suplementacao oral com GLN, sobre parametros fisiolégicos e plasmaticos,
estresse oxidativo, metabolismo hepatico e sobre as caracteristicas histologicas
do figado de ratos Wistar TLDM.

METODOLOGIA: Ratos Wistar machos (50 dias de idade) foram distribuidos em
um grupo padronizacéao (P) e sete grupos experimentais. No grupo P, os animais
diabéticos foram utilizados para caracterizacdo da dose-resposta da Insulina
Degludeca sobre a glicemia. Os sete grupos experimentais foram distribuidos
em: Grupo controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com
Insulina Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e GLN (DITG),
diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN
(DIRG). Os animais receberam suplementacéo oral diaria durante 30 dias com
solucdo salina 0,9% ou GLN 400 mg/Kg e, também, injecdo subcutanea de
solucdo salina 0,9% ou Insulina Degludeca (5,0 U/Kg), ou ainda injecéo
intraperitoneal de Insulina Regular (1,0 U/Kg). Durante o tratamento, a glicemia
em jejum e pos-prandial, ingestdo alimentar e massa corporal foram avaliadas

semanalmente. Passado o periodo de tratamento, os animais foram submetidos
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a eutanasia por sobredose anestésica e amostras de sangue foram coletadas,
via puncdo cardiaca, para dosagem de glicose, frutosamina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), proteinas totais,
ureia e amonia, avaliacdo da capacidade antioxidante total (TAC) e avalicdo de
parametros bioquimicos relacionados ao perfil lipidico. Ainda, o figado foi
coletado e amostras foram processadas para analise morfologica e histoquimica.
Em cortes corados em Hematoxilina-Eosina avaliou-se 0 ndmero e éarea de
hepatdcitos e, em cortes corados com Acido Periodico de Schiff, avaliou-se o
percentual de glicogénio intracelular. Amostras de figado também foram
utilizadas para avaliagdo do estresse oxidativo hepatico. Uma aliquota de figado
homogeneizado com tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4) foi utilizado para
determinar o conteudo de glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH) em
espectrofluorimetro. O homogenato remanescente foi centrifugado e o
sobrenadante utilizado para determinar a atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) e os niveis das proteinas
carboniladas em espectrofotdmetro. Para analise do metabolismo hepético de
glicose, animais em jejum foram anestesiados e submetidos a técnica de
perfusdo com colagenase 3%; os hepatdécitos isolados foram incubados durante
1 hora na auséncia ou presenca dos agentes glicogenoliticos glucagon, cortisol,
adrenalina, isoproterenol (agonista [(-adrenérgico), e dos substratos
gliconeogénicos como o glicerol, L-lactato, L-alanina ou L-glutamina. Por fim,
apos centrifugacao, os liquidos de incubacgéo foram utilizados para determinacgéo
da glicose e L-lactato. Os resultados foram apresentados como média + erro
padrdo. A determinacédo da dose de Insulina Degludeca foi feita por teste ‘t’ de
Student. Os dados paramétricos foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey. Os dados ndo-paramétricos foram comparados
por analise de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunns, p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO: A dose de 5,0 U/Kg da Insulina Degludeca
promoveu reducéo (p<0,05) da glicemia no estado alimentado (8h, 3° dia) e ap6s
jejum noturno (8h, 4° dia) e, dessa forma, foi a dose escolhida para o tratamento
nos grupos DIT e DITG. T1DM promoveu aumento das glicemias de jejum e pos-
prandial e perda de massa corporal, 0 que sdo caracteristicas da doenca. A

reposicdo hormonal com a Insulina Degludeca (DIT) foi eficaz em diminuir a
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glicemia de jejum com 30 dias de tratamento, embora sem alcancar os valores
do grupo C. J4 a perda de massa corporal foi menor nos grupos tratados com
ambas insulinas (DIT e DIR), sendo que GLN interferiu nesse parametro quando
associado a Insulina Regular (DIRG). As diferencas entre as cinéticas de
liberacdo das insulinas do tecido subcutaneo para a corrente sanguinea, pode
ter sido responsavel pelos efeitos fisiolégicos observados. A auséncia de insulina
em T1DM promove alteracdes na lipolise, protedlise e injuria tecidual associada
a hiperglicemia. A producéo excessiva de triglicerideos em T1DM, foi aumentada
pela Insulina Degludeca, o que pode estar associada a reducéo da glicemia de
jejum via aumento da lipogénese de novo hepéatica a partir da glicose circulante.
Além disso, a auséncia de alteracdes no padréo de ingestao alimentar associado
a reducao da perda de massa corporal podem indicar um efeito diferenciado
desta insulina sobre a regulacéo da lipdlise e do nivel de degradacéo proteica. A
Insulina Regular também promoveu um aumento dos triglicerideos, todavia, este
aumento foi 50% menor comparado a DIT. A associacao de GLN aos grupos
tratados com ambas insulinas parece atenuar os efeitos do diabetes no que diz
respeito ao perfil lipidico. Os grupos tratados com Degludeca (DIT e DITG) foram
capazes de aumentar a concentracao de proteinas totais e diminuir as dosagens
de ureia em relacao ao grupo diabético D, o que indica um efeito positivo dessa
insulina sobre esse aspecto e pode estar relacionado com a menor degradacao
proteica e preservacdo de massa corporal observado nesses grupos. A GLN
isolada, ou associada a Insulina Regular, ndo interferiu nesses parametros,
demonstrando um efeito de Degludeca per se. Embora GLN (DG) néo tenha
alterado as dosagens de frutosamina, aumentou em 2 vezes os valores de AST
e ALT, o que necessita de maiores investigacdes. A adicdo de GLN a Insulina
Regular também aumentou as dosagens das transaminases a valores
excessivos, 0 que poderia indicar a influéncia desse aminoacido sobre a
expressdo de determinadas proteinas e vias metabdlicas, que influenciariam o
acumulo de lipidios ou a inflamac&o. Por outro lado, o tratamento com Degludeca
reduziu todos esses parametros. Ambas insulinas promoveram aumento de CAT
e SOD e diminuicédo das proteinas carboniladas. No entanto, a adicdo de GLN a
Insulina Regular promoveu aumento nos niveis de GSH, GSH+GSSG e
GSH/GSSG. Todos os grupos diabéticos apresentaram aumento da area dos

hepatécitos, no entanto, somente em DIT isto foi acompanhado de maior



12

acumulo de glicogénio. A adicdo de GLN (DITG) promoveu diminuicdo desse
acumulo e da area, e restaurou o niumero de hepatdcitos, diminuido em DIT.
Dessa forma, a reducéo dos triglicerideos e do conteudo de glicogénio em DITG
podem ser responsaveis pela falta de efeitos sobre a glicemia de jejum. Na
auséncia (basal) e presenca de todos os precursores gliconeogénicos utilizados,
T1DM promoveu diminuicdo da capacidade gliconeogénica, o que pode ser
devido a um desvio da glicose para sintese indireta de glicogénio. Dessa forma,
o acumulo de glicogénio encontrado pode ser resultado tanto da sintese de
glicogénio, como da hiperglicemia e da deterioracdo do sistema contrarregulador
da glicemia. Para todos os precursores gliconeogénicos testados, o aumento da
producéo de glicose observado em DIT, pode ser um dos fatores responsaveis
pelo maior acumulo de glicogénio e hipertrigliceridemia via lipogénese de novo
(LDN) a partir do excedente de glicose. A associacdo com GLN (DITG) reverte
ambos parametros, que pode ser devido a reducdo da gliconeogénese. Ambas
as insulinas aumentam a capacidade e a intensidade da resposta glicogenolitica.
Esse efeito foi compartilhado pela GLN isolada (DG), indicando um efeito da GLN
per se, e ndo da associagao sobre este parametro. Por outro lado, a GLN, isolada
e associada as insulinas, aproxima os valores 3-adrenérgicos dos valores do
grupo D, ndo promovendo a melhora esperada. A associacao das insulinas com
GLN também resultou em alteracdes contrarias na producéo de L-lactato, basal
e estimulado, resultando em aumento em DITG e diminuicdo em DIRG. Isso
pode ter ocorrido devido a alteracdo no potencial redox, sem interferir com a
gliconeogénese. Os tratamentos ndo alteraram a producgéo de L-lactato a partir
da L-alanina, mas aumentaram a producdo de glicose. De modo geral, na
presenca de glicerol e L-glutamina, a producdo de L-lactato aumentou nos
grupos tratados, mesmo o L-lactato ndo sendo produto direto desses
precursores, 0 que pode indicar que estes tenham tornado o ambiente celular

reduzido.

CONCLUSAO: A associacdo de GLN com as insulinas atenua os efeitos do
diabetes sobre o perfil lipidico e conteudo de glicogénio hepatico. A producéo
exacerbada de VLDL e triglicerideos, e o elevado estoque de glicogénio, podem
estar associados a reducgéo da glicemia de jejum, com 30 dias de tratamento com

Degludeca. A elevada gliconeogénese hepatica sugere que 0 mecanismo seja
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via lipogénese de novo. A GLN associada a Degludeca normaliza as
transaminases plasméticas, mas somente GLN associada a Insulina Regular
modifica a glutationa do sangue. Pelo fato dos diferentes tipos de Insulina
apresentarem perfis regulatorios diferenciados e a GLN modificar a acao
insulinica, a utilizacdo da GLN ndo deve ser indiscriminada em estados

catabolicos.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolismo Hepatico, Insulina Degludeca, Insulina

Regular, L-glutamina, Diabetes tipo 1, Estresse oxidativo hepatico
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is a chronic disease resulting
from the immune destruction of B-pancreatic cells, which leads to loss of
endogenous insulin secretion. The inability of insulin-dependent tissues to collect
glucose leads to dysregulation of hepatic glucose metabolism which results in
hyperglycemia. Several types of insulin are used in the compulsory hormone
replacement of T1LDM patients, ranging from ultrafast, fast, intermediate and long-
term. On the other hand, the amino acid L-glutamine (GLN) has the ability to
reduce oxidative stress and chronic complications associated with T1DM,
however, its plasma concentration are generally decreased in these patients.
This opens the possibility of GLN supplementation concomitant with hormone

replacement with insulin.

AIMS: Evaluate the effects of hormone replacement with Degludeca Insulin (long
duration - basal) or Regular Insulin (rapid duration), associated or not with oral
supplementation with GLN, on physiological and plasma parameters, oxidative

stress, liver metabolism and liver histological characteristics of Wistar TLDM rats.

METHODS: Male Wistar rats (50 days old) were divided into one standardization
group (P) and seven experimental groups. In P group, diabetic animals were used
to characterize the dose response of Degludeca insulin on blood glucose. The
seven experimental groups were divided into: Control group (C), diabetic (D),
diabetic with GLN (DG), diabetic with Degludeca insulin (DIT), diabetic with
Degludeca insulin and GLN (DITG), diabetic with Regular Insulin (DIR) ) and
diabetic with Regular Insulin and GLN (DIRG). The animals received daily oral
supplementation for 30 days with 0.9% saline or GLN 400 mg / kg and also
subcutaneous injection of 0.9% saline or Degludeca Insulin (5.0 U / Kg), or
intraperitoneal injection of Regular Insulin (1.0 U / kg). During treatment, fasting
and postprandial blood glucose, food intake and body mass was assessed
weekly. After the treatment period, the animals was euthanized by anesthetic
overdose and blood samples were collected via cardiac puncture for glucose,
fructosamine, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase

(AST), total protein, urea and ammonia, evaluation of total antioxidant capacity
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(TAC) and evaluation of biochemical parameters related to lipid profile. In
addition, the liver was collected and samples was processed for morphological
and histochemical analysis. In hematoxylin-eosin stained sections, the number
and area of hepatocytes were evaluated, and in sections stained with Schiff
Periodic Acid, the percentage of intracellular glycogen was evaluated. Liver
samples were also used for evaluation of hepatic oxidative stress. An aliquot of
liver homogenized with 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4) was used to
determine the oxidized (GSSG) and reduced (GSH) glutathione content in
spectrofluorimeter. The remaining homogenate was centrifuged and the
supernatant used to determine the activity of catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) antioxidant enzymes and carbonylated protein levels in
spectrophotometer. For analysis of hepatic glucose metabolism, fasting animals
were anesthetized and submitted to the 3% collagenase perfusion technique;
isolated hepatocytes were incubated for 1 hour in the absence or presence of
glycogenolytic agents glucagon, cortisol, adrenaline, isoproterenol (3-adrenergic
agonist), or gluconeogenic substrates such as glycerol, L-lactate, L-alanine or L-
glutamine. Finally, after centrifugation, incubation fluids were used to determine
glucose and L-lactate. Results were presented as mean * standard error.
Parametric data were compared by analysis of variance (ANOVA) and Tukey
post-test. Nonparametric data were compared by Kruskal-Wallis analysis and

Dunns post-test, p <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION: The 5.0 U/ kg dose of Degludec Insulin caused
a reduction (p <0.05) of blood glucose in the fed state (8h, 3rd day) and after night
fasting (8h, 4th day) and was the dose chosen for treatment in the DIT and DITG
groups. T1DM promoted increase in fasting and postprandial blood glucose
levels and loss of body mass, which are characteristic of the disease. Hormone
replacement with Degludec Insulin (DIT) was effective in decreasing fasting blood
glucose after 30 days of treatment, although without reaching the values of group
C. The loss of body mass was lower in the groups treated with both insulins (DIT
and DIR), and GLN interfered with this parameter when associated with Regular
Insulin (DIRG). The differences between the kinetics releases of insulins from
subcutaneous tissue to the bloodstream may have been responsible for the

observed physiological effects. Absence of insulin in TLDM promotes changes in
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lipolysis, proteolysis and tissue injury associated with hyperglycemia. Degludec
Insulin increased excessive triglyceride production in T1DM, which may be
associated with reduced fasting glucose via increased new hepatic lipogenesis
from circulating glucose. In addition, the absence of changes in dietary intake
pattern associated with reduced body mass loss may indicate a differentiated
effect of this insulin on the regulation of lipolysis and the level of protein
degradation. Regular Insulin promoted an increase in triglycerides, however, this
increase was 50% lower compared to DIT. The association of GLN with the
groups treated with both insulins seems to attenuate the effects of diabetes
regarding the lipid profile. Degludec treated groups (DIT and DITG) were able to
increase total protein concentration and decrease urea dosages compared to
diabetic group D which indicates a positive effect of this insulin on this aspect and
may be related to lower protein degradation and preservation of body mass
observed in these groups. GLN alone or associated with Regular Insulin did’n
interfere with these parameters, demonstrating an effect of Degludec per se.
Although GLN (DG) did’n change the fructosamine dosages and increased in 2
times the AST and ALT values which needs further investigation. The addition of
GLN to Regular Insulin also increased transaminase dosages to excessive
values which could indicate the influence of this amino acid on the expression of
certain proteins and metabolic pathways that would influence lipid accumulation
or inflammation. On the other hand, treatment with Degludec reduced all these
parameters. Both insulins promoted increase of CAT and SOD and decrease of
carbonylated proteins. However, the addition of GLN to Regular Insulin promoted
increase in GSH, GSH + GSSG and GSH / GSSG levels. All diabetic groups
showed increase  hepatocyte area; however, only in DIT this was
accompanied by higher glycogen accumulation. The addition of GLN (DITG)
promoted decrease of this accumulation and area, and restored the number of
hepatocytes, decreased in DIT. Therefore, the reduction in triglycerides and
glycogen content in DITG may be responsible for the lack of effects on fasting
glucose. In the absence (basal) and presence of all gluconeogenic precursors
used, T1IDM promoted decrease in gluconeogenic capacity, which may be due to
a deviation of glucose for indirect glycogen synthesis. Thus, the accumulation of
glycogen may be the result of both glycogen synthesis, hyperglycemia and

deterioration of the glycemic counterregulatory system. For all gluconeogenic
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precursors tested, the increase glucose production observed in DIT may be one
of the factors responsible for the higher glycogen accumulation and
hypertriglyceridemia via de novo lipogenesis (LDN) from glucose surplus. The
association with GLN (DITG) reverse both parameters, which may be due to
reduced gluconeogenesis. Both insulins increase the capacity and intensity of the
glycogenolytic response. This effect was shared by GLN alone (DG), indicating
an effect of GLN per se rather than the association on this parameter. On the
other hand, GLN isolated and associated with insulins approximates the [3-
adrenergic values to those of group D, not promoting the expected improvement.
The association of insulin with GLN also resulted in contrary changes in basal
and stimulated L-lactate production, resulting in increase in DITG and decrease
in DIRG. This may have occurred to a change in redox potential without
interfering with gluconeogenesis. The treatments did’n alter L-lactate production
from L-alanine, but increased glucose production. In general, in the presence of
glycerol and L-glutamine, L-lactate production increased in the treated groups,
even though L-lactate was not a direct product of these precursors which may

indicate that they have reduced the cellular environment.

CONCLUSION: The association of GLN with insulins attenuate the effects of
diabetes on lipid profile and hepatic glycogen content. Exacerbated production of
VLDL and triglycerides, and high glycogen stores may be associated with
reduced fasting glucose with 30 days of treatment with Degludec. The elevated
hepatic gluconeogenesis suggest that the mechanism is via de novo lipogenesis.
GLN associated with Degludec Insulin normalize plasma transaminases but only
GLN associated with Regular Insulin modifies blood glutathione. Because
different types of insulin have different regulatory profiles and GLN modifies

insulin action, the use of GLN shouldn’t be indiscriminate in catabolic patients

KEYWORDS: Hepatic Metabolism, Degludec Insulin, Regular Insulin, L-
glutamine, Type 1 Diabetes, Hepatic Oxidative Stress.
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RESUMO

Considerando a necessidade diaria de insulina e o0s efeitos
metabdlicos/reguladores da L-glutamina (GLN) no diabetes mellitus tipo 1
(T1DM), o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da reposicdo hormonal
com as Insulinas Degludeca ou Regular, associadas ou ndo a GLN. Foram
utilizados ratos Wistar T1DM distribuidos em 8 grupos e foram avaliados os
parametros fisioldgicos, bioquimicos e o estresse oxidativo hepatico. A Insulina
Degludeca reduziu a glicemia de jejum sem restabelecer a normoglicemia,
promoveu menor perda de peso e melhorou significativamente parametros
bioguimicos sanguineos e do estresse oxidativo hepatico. Embora a Insulina
Regular ndo tenha alterado os parametros fisiolégicos, também promoveu
melhora dos parametros bioquimicos sanguineos e do estresse oxidativo
hepatico. A GLN aumentou os valores plasméticos dos indicativos de lesdo
hepatica (AST e ALT), no entanto, associada as insulinas, diminuiu os niveis de
triglicerideos e proteinas carboniladas, e aumentou a atividade da catalase e
superéxido dismutase. As diferencas encontradas entre os diferentes
tratamentos demonstram que a suplementacdo com GLN interfere com a acéo
insulinica nos tecidos. Portanto, a utilizacdo de GLN em diabéticos tipo 1 ndo

deve ser indiscriminada e necessita de ampla avaliacdo metabdlica.

Palavras-chave: Insulina degludeca, L-glutamina, Estresse oxidativo hepatico,

Diabetes mellitus tipo 1, Insulina regular
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ABSTRACT

Considering the daily need for insulin and the metabolic/regulatory effects of L-
glutamine (GLN) in type 1 diabetes mellitus (T1DM), the aim of this study was to
evaluate the effects of hormone replacement with Degludeca or Regular Insulin,
whether or not associated with GLN. Wistar T1DM rats were used and distributed
in 8 groups. Were evaluated the physiological, biochemical parameters and liver
oxidative stress. Insulin Degludeca reduced fasting glucose without restoring
normoglycemia, promoted less weight loss and improved blood biochemical
parameters and liver oxidative stress. Although Regular Insulin did’'t have altered
the physiological parameters, it also improved blood biochemical parameters and
liver oxidative stress. GLN increased plasma values that indicates liver injury
(AST and ALT), however, associated with insulin, decreased triglycerides and
carbonylated proteins, and increased the activity of catalase and superoxide
dismutase. The differences found between the different treatments demonstrate
that GLN supplementation interferes with insulin action in the tissues. The
differences found between the different treatments demonstrate that GLN
supplementation interferes with insulin action in the tissues. Therefore, the use
of GLN in type 1 diabetics shouldn’t be indiscriminate and requires extensive

metabolic evaluation.

Keywords: Degludec insulin, L-glutamine, Liver oxidative stress, Type 1

diabetes mellitus, Regular insulin
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INTRODUCAO

Todos os nutrientes provenientes da dieta sdo absorvidos pelos
enterocitos e atinge o figado, via veia porta, antes de ganhar a circulacao
sistémical. O figado desempenha fungbes importantes, relacionadas com a
sintese de macromoléculas, desintoxicacdo e tem papel central no metabolismo
energético?. Por ser um 6rgéo intensivamente envolvido com o metabolismo da
glicose, ele é afetado por doencas metabdlicas como o diabetes.

O Diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) € uma desordem metabdlica cronica
que resulta da perda da secregao de insulina pelas células B-pancreéticas,
levando ao desenvolvimento de um quadro de hiperglicemia3. E caracterizada
por inflamacé&o cronica, que leva a disfuncdes vasculoneuropaticas ao longo da
vida e ao estresse oxidativo*. Em quantidades moderadas, as espécies reativas
de oxigénio (EROs) séo fisiologicamente importantes, no entanto, quando sua
producdo excede a capacidade de neutralizacdo do sistema antioxidante, eles
podem promover danos irreversiveis ao DNA, lipidios, proteinas e vias
metabdlicas®. Os danos promovidos por EROs podem, inclusive, causar prejuizo
funcional aos tecidos, o que caracteriza o quadro de estresse oxidativo®. No
T1DM, o estresse oxidativo se manifesta, em grande parte, devido a
hiperglicemia. A glicose da corrente sanguinea promove o surgimento dos
produtos de glicacdo avancada (AGEs), aumento do fluxo através da via dos
polidis e a ativacao de isoformas da proteina C quinase. Todos esses fenbmenos
contribuem no desenvolvimento das complicacGes associadas ao diabetes’?8.

A L-glutamina é o aminoacido mais abundante no plasma sanguineo® e
sua concentracao varia em funcdo da razao sintese/consumo pelo organismo.
Apresenta papel importante em atenuar processos inflamatoérios!® e seu efeito
protetivo quando suplementado advém de suas propriedades antioxidantes,
mediadas pela glutationa, e seus alvos moleculares especificos, como fatores de
transcricdo. Além disso, tem a capacidade de regular a expressdo génica de
proteinas relacionadas ao metabolismo energético via swelling celulartt12, A
reducao patolégica da GLN plasmatica e sua reposi¢cao, vem sendo amplamente
utilizada com resultados positivos para individuos catabdlicos, inclusive
diabéticos, o que a torna um bom alvo para suplementacéo?s.

Considerando a insulinoterapia obrigatéria do T1DM, o mercado

farmacéutico apresenta uma grande variedade de tipos de insulina, que se
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diferenciam quanto ao seu modo de acdo e tempo de duracdo dos efeitos. A
Insulina Regular é o tipo de insulina mais comum utilizada, sendo classificada
como um analogo rapido, com atividade em “bolus”. Ela apresenta pico de acéo
de 2-3 horas ap0s aplicacédo e seus efeitos perduram de 6 a 8 horas. No entanto,
a Insulina Regular (rapida), assim como analogos de acédo ultra-rapida, podem
levar o individuo a crises alternadas de hipo e hiperglicemia, de acordo com o
tipo de dieta e atividade fisical4. Também existem insulinas com uma cobertura
mais ampla, como a Insulina Degludeca, a qual é classificada como um analogo
lento, de longa duracao, com atividade basal. Ela ndo apresenta pico de acao e
seus efeitos podem perdurar por periodos superiores a 24 horas. Isso decorre
pela organizacdo molecular em hexametros complexados com zinco, que
proporciona uma liberacédo lenta para a corrente sanguineal®. Apesar disso,
evitar as descompensacfes bruscas da glicemia ndo protege o individuo no
periodo prandial. Por isso, uma associagdo entre diferentes tipos de insulinas
tem sido aceito como o melhor padrao de insulinizagao.

O T1DM descompensado promove deficiéncia de GLN no sangue, devido
ao estado catabdlico avancado decorrente da auséncia ou inadequada reposicao
de insulina'®. Como a GLN é um aminoacido fisiologicamente importante para o
equilibrio anti-oxidante, mas também regulador do metabolismo intermediario
hepatico!®1112  a interacdo entre os efeitos de GLN e os efeitos dos diferentes
tipos de insulina necessita de esclarecimentos. Diante da caréncia de estudos
associando a utilizacao de diferentes tipos de insulina e a suplementagéo com
GLN, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da reposicdo hormonal com
as Insulinas Degludeca e Regular, associadas ou ndo a GLN, sobre os
parametros fisiolégicos, bioguimicos sanguineos e sobre o estresse oxidativo
hepatico em modelos experimentais de ratos Wistar T1DM induzidos por

estreptozotocina.
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MATERIAIS E METODOS

Drogas e reagentes

A estreptozotocina utilizada neste estudo foi obtida da Sigma-Aldrich,
USA. Os anestésicos Thiopental sodico (Thiopentax®) e cloridrato de lidoicaina
2%, foram fornecidos pela Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda e
pela Syntec do Brasil Ltda, respectivamente. A L-glutamina foi obtida em
farméacia de manipulagdo. A Insulina Degludeca (Tresiba® Flextouch®, Novo
Nordisk® Farm. do Brasil Ltda) e a Insulina Regular (Humulin® R, Eli Lilly do
Brasil Ltda,) foram obtidas em farmacia comercial. O glicosimetro e tiras de
dosagem Optium Xceed foram adquiridas da Abbott, Brasil. Os kits de dosagens
laboratoriais foram fornecidos pela Gold Analisa Diagndsticos Ltda., Brasil.

Grupos experimentais

Os animais foram organizados em um grupo padronizacao (P) e sete
grupos experimentais. No grupo P (n=20), os animais diabéticos foram utilizados
para determinacéo da dose de Insulina Degludeca sobre a glicemia. Para isso
foram coletadas amostras de sangue por transecc¢éo da extremidade caudal, e
realizadas medidas de glicemia durante 4 dias. Cada dose testada (0,4; 1,0; 5,0;
10,0 U/kg) compds um grupo com 5 animais. As 8 horas da manhé foi aplicada
a insulina, seguido de medidas de glicemia as 8, 12 e 17 horas. Do primeiro ao
terceiro dia os animais estavam alimentados, e no quarto dia sob jejum noturno

de 15 horas para monitorar a glicemia no jejum.

Os grupos sete experimentais foram distribuidos em grupo C, animais
controle que receberam solucéo salina 0,9 % por gavagem e injecéo subcutanea
de solucao salina 0,9% por 30 dias (n=5); grupo D, animais T1DM que receberam
solucéo salina 0,9 % por gavagem e injecao subcutanea de solucéo salina 0,9%
por 30 dias (n=5); grupo DG, animais T1DM que receberam GLN por gavagem e
injecdo subcutanea de solucao salina 0,9% por 30 dias (n=5); grupo DIT, animais
T1DM que receberam solucéo salina 0,9% por gavagem e injecdo subcutanea
de Insulina Degludeca por 30 dias (n=5); grupo DITG, animais T1DM que
receberam GLN por gavagem e injecdo subcutanea de Insulina Degludeca por
30 dias (n=5); grupo DIR, animais T1DM que receberam solucéo salina 0,9%

por gavagem e injecao intraperitoneal de Insulina Regular por 30 dias (n=5);
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grupo DIRG, animais T1DM que receberam GLN por gavagem e injecdo

intraperitoneal de Insulina Regular por 30 dias (n=5).

Durante o periodo experimental foram realizadas avaliacbes semanais
da glicemia de jejum (mg/dL) e poés-prandial (mg/dL), ingestao alimentar (g) e

peso corporal (g).

Tratamento

Foram utilizados 55 ratos Wistar machos (50 dias de idade), provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringad e mantidos em caixas
de polipropileno, com ciclos de claro e escuro de 12 horas e temperatura de 22
+ 2°C, no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas. Todos os
procedimentos seguiram as normas estabelecidas pelo Comité de Etica Animal
da Universidade Estadual de Maringa (parecer n. 9584021115).

A diabetizacdo foi realizada apos jejum noturno de 15 horas, por injecédo
endovenosa de estreptozotocina (60 mg/kg de peso corporal, Sigma-Aldrich,
USA) em tampdo citrato, pH 4,5 (10mM). Foram considerados diabéticos tipo 1
0s animais que apresentaram, apés 4 dias, glicemia de jejum = 250 mg/dL.?* Nos
animais controle foi utilizado somente tampao citrato.

Os animais foram diariamente suplementados por 30 dias, com solucdo
salina 0,9% ou GLN 400 mg/kg por via oral (gavagem), além de injecao
subcuténea (via bomba de infusdo - Insight Equipamentos Ltda) de solucéo
salina 0,9% ou Insulina Degludeca (a ser determinado a partir do grupo
padronizacao), ou injecao intraperitoneal de Insulina Regular (1,0 U/kg). A dose

de Insulina Regular foi previamente estabelecida em experimentos anteriores?’.

Parametros plasmaticos e séricos

Sob jejum noturno de 15 horas, os animais foram pesados e anestesiados
(i.p.), com Thiopental sodico e Lidocaina (120/10 mg/kg de peso corporal). A
eutanasia ocorreu por sobredose anestésica. A coleta de sangue foi realizada
por puncao cardiaca, e as amostras coletadas foram centrifugadas (3,500 rpm,
15 min) a fim de obter plasma e soro. O plasma foi utilizado para as dosagens
de glicose, avaliacdo da capacidade antioxidante total (TAC) e o teor de

proteinas, e o soro para as dosagens de colesterol total e HDL, triglicerideos,



27

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), frutosamina,
proteinas totais, ureia e aménia. Os valores referentes ao colesterol VLDL foram
obtidos através da equacéo de Friedewald'®.

Parametros do estresse oxidativo hepatico

Apoés puncao cardiaca, foi realizada laparotomia vertical para coleta de
amostras de figado, que foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
em freezer -80°. Posteriormente as mesmas foram homogeneizadas com 8mL
de tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4), sendo uma aliquota separada
como homogenato total, utilizado no ensaio da glutationa. O homogenato
remanescente foi centrifugado (11,000 rpm, 20 min) a fim de obter o
sobrenadante da amostra, utilizado nas dosagens das proteinas carboniladas e
avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superéxido
dismutase (SOD)?°.

A analise das proteinas carboniladas foi realizada em espectrofotdmetro,
utilizando 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) e os valores foram expressos como
nmol.(mg/proteina)! 2°. A andlise da glutationa reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) foram realizadas em espectrofluorimetro (excitacdo 350 nm e emisséo
420 nm) pelo método do O-ftalaldeido (OPT)?!. Para os ensaios de GSSG, as
amostras foram previamente incubadas com 10 mL de N-etilmaleimida (NEM) e
posteriormente com NaOH 1M e 0,4 uM de OPT para detectar fluorescéncia.
Para os calculos dos resultados foi utilizada uma curva padrdo preparada com
GSH ou GSSG e os valores foram expressos como nmol.(mg/proteina) 1.

A atividade das enzimas antioxidantes foi realizada em espectrofotdmetro.
A atividade da CAT foi estimada pela medida das alteracGes na absorbancia a
240 nm utilizando H202 como substrato, com resultados expressos como
umol.min.(mg/proteina)?22. A atividade da SOD foi estimada pela capacidade de
inibir a auto oxidacgado do pirogalol em meio alcalino a 420 nm?3. Uma unidade de
SOD foi considerada a quantidade de enzima que promove 50% de inibicdo, com
resultados expressos como U.SOD.(mg/proteina) .
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Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov (K-S) para
verificacdo da normalidade. Para os dados n&do-paramétricos (Ingestao
alimentar) foi utilizada a analise de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunns. Para
os dados paramétricos (demais parametros) foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) com poés-teste de Tukey. A determinacdo da dose de Insulina
Degludeca foi feita por teste ‘t’ de Student. O nivel de significancia foi prefixado

em 95% (p<0,05), com o auxilio do programa GraphPad Prism — verséo 5.0.
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RESULTADOS

Determinacdo da relacdo entre dose de Insulina Degludeca e

resposta glicémica

A figura 1 apresenta os resultados obtidos com as doses de Insulina
Degludeca de 0,4 U/kg, 1,0 U/kg, 5,0 U/kg, 10,0 U/kg. As doses de 0,4 U/kg e
1,0 U/kg nao foram capazes de promover mudanca glicémica (p>0,05). No
entanto, embora as doses de 5,0 U/kg e 10,0 U/kg terem sido capazes de reduzir
(p<0,05) a glicemia apds o jejum noturno (8 e 12h, 4° dia), apenas a dose de 5,0
U/kg também o fez (p<0,05) no estado alimentado (8h, 3° dia). Dessa forma, a
dose de 5,0 U/kg de Insulina Degludeca foi escolhida para o tratamento por 30

dias dos grupos DIT e DITG.
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Figura 1. Determinacdo da variacdo da glicemia apés injecdo de Insulina Degludeca. Teste
realizado apoés inje¢do subcutéanea de Insulina Degludeca em ratos T1DM, por quatro dias
consecutivos, com as doses de 0,4 U/kg, 1,0 U/kg, 5,0 U/kg, 10,0 U/kg. ep<0,05 8h do 4°dia vs
8h do 1°dia, m p<0,05 12h do 4°dia vs 12h do 1°dia. Os resultados foram expressos como média
+ EP e analisado por teste “t” de Student, n=5 /grupo.
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Analises Fisiologicas

Os parametros fisiolégicos (Tabela 2) ao final do tratamento mostraram
menor peso corporal (p<0,05) e aumento das glicemias (p<0,05) no grupo D
comparado ao grupo C. Nao foi observada diferenca na ingestédo alimentar no
grupo D (p>0,05).

A ingestdo alimentar foi aumentada (p<0,05) pelos tratamentos nos
grupos DITG, DIR e DIRG comparados ao grupo C. A massa corporal foi
reduzida (p<0,05) em todos os grupos quando comparados ao grupo C. Todavia,
nos grupos tratados com insulina (DIT e DIR) houve menor perda (p<0,05) de
peso corporal comparado ao grupo D, embora nédo tenham alcangado os valores
do grupo C (p<0,05). A associacdo da GLN nédo modificou o resultado da Insulina
Degludeca (DITG), porém a associacdo da GLN com Insulina Regular resultou
em peso equivalente ao grupo D (Tabela 2).

A glicemia de jejum se mostrou aumentada (p<0,05) em todos o0s grupos
diabéticos quando comparados ao grupo C. No entanto, o tratamento com
Insulina Degludeca (DIT) promoveu diminuicdo (p<0,05) da glicemia quando
comparado ao grupo D e DITG. Ja& a glicemia poés-prandial se mostrou
aumentada (p<0,05) em todos os grupos, sem alteragcbes promovidas pelos
tratamentos (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros Fisioldgicos. Ingestdo alimentar (g), peso corporal (g), glicemia jejum (mg/dL) e glicemia pés-prandial
(mg/dL) de ratos ap6s 30 dias de tratamento. Grupo controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com Insulina
Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e GLN (DITG), diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina

Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG
Ingestao 28,910,100 33,34£0,46 31,5+0,20 33,6%0,67 39,9+1,43 36,4+1,40 35,8+0,56
alimentar a a a
Peso 337,8+5,46 183,6+3,44 178,5+5,83 234,6+4,98 231,3+£7,92 216,5+6,08 185,3+4,05
corporal a a ab ab ab ac
Glicemia 105,8+2,20 551,9+16,31 437,5+42,40 353,8+19,53 574,5+24,93 592,4+19,61 478,5+28,88
jejum a a ab ac a a
Glicemia 89,0£2,49 499,0+6,00 501,6+1,6 481,4+7,98 473,6+16,63 496,8+5,49 504,4+2,71
p6s-prandial a a a a a a

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa. a)p<0,05 C vs todos
0s grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢) p<0,05 DIT vs DITG e DIR vs DIRG. Dados nao-paramétricos (Ingestdo
alimentar): Andlise de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns. Dados paramétricos (Massa corporal, glicemia jejum e pés-
prandial): Analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey.
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Analises Bioquimicas

A Tabela 3 apresenta os resultados referentes ao perfil lipidico, proteico e
marcadores de injdrias celular. Houve reducéo (p<0,05) do colesterol total e HDL
e aumento (p<0,05) dos triglicerideos no grupo D comparado a C. Ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) nas dosagens de VLDL. As proteinas totais e
amonia foram reduzidas (p<0,05), no entanto, foi observado aumento (p<0,05)
da ureia. Os marcadores de injuria AST, ALT e frutosamina também se
mostraram aumentados (p<0,05) no grupo D quando comparado ao grupo C.

A suplementacgéo no grupo DG manteve a reducao (p<0,05) do colesterol
total e HDL, proteinas totais e amonia observados no grupo D. Da mesma forma,
manteve o aumento (p<0,05) da ureia e frutosamina, observados no grupo D,
quando comparados ao grupo C. No entanto, o tratamento com GLN promoveu
aumento (p<0,05) de AST e ALT em relagdo a ambos grupos C e D. Por outro
lado, o tratamento também foi capaz de promover diminuicdo (p<0,05) dos
triglicerideos quando comparado ao grupo D.

Os grupos tratados com Insulina Degludeca (DIT e DITG) apresentaram
diminuicao (p<0,05) nas dosagens de amdnia quando comparados ao grupo C,
e de AST e ALT em relacdo ao grupo D. As dosagens de ureia e frutosamina se
mostraram diminuidas (p<0,05) quando comparadas ao grupo D, mas ainda
superiores (p<0,05) ao grupo C. Os triglicerideos e VLDL se mostraram
aumentados (p<0,05) quando comparados aos grupos C e D, no entanto, no
grupo DITG esse aumento se mostrou menor (p<0,05) quando comparado a DIT.
A dosagem de HDL se mostrou diminuida (p<0,05) quando comparada a C no
grupo DIT. Todavia, a adicdo de GLN (DITG) promoveu aumento (p<0,05) de
HDL em relacdo a D e DIT. Com relagdo ao colesterol total, houve aumento
(p<0,05) em DIT quando comparado a C e D. A adicao de GLN fez com que esse
aumento fosse superior (p<0,05) apenas a D. Nao houve diferenca significativa
nas dosagens de proteinas totais (p>0,05) (Tabela 3).

Os grupos tratados com Insulina Regular (DIR e DIRG) apresentaram
aumento (p<0,05) de ureia e diminuigéo (p<0,05) de amb6nia em relagdo ao grupo
C. O colesterol total se mostrou diminuido (p<0,05) em relacdo a C. A reducao

(p<0,05) também foi observada nas dosagens de HDL em relagcéo ao grupo C,
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no entanto, houve aumento (p<0,05) em DIRG em relac¢do ao grupo D. O grupo
DIR apresentou aumento (p<0,05) de VLDL e triglicerideos em relacéo a C e D.
Por outro lado, a adicdo de GLN (DIRG) promoveu diminui¢ao (p<0,05) destes
em relacéo a DIR. As dosagens de frutosamina revelam aumento (p<0,05) em
ambos os grupos em relacéo a C, no entanto, comparado a D, o grupo DIR se
mostrou diminuido (p<0,05). Da mesma forma, ambos 0s grupos apresentaram
aumento (p<0,05) de AST e ALT em relagéo ao grupo C. Todavia, a adi¢ao de
GLN (DIRG) mostrou aumento (p<0,05) ainda maior em relacdo a D e DIR. As
proteinas totais do sangue foram reduzidas pelo diabetes (p<0,05) e
normalizadas pelo tratamento com ambas insulinas (DIT e DIR). A associacao
com GLN nao alterou o resultado da Insulina Degludeca (DIT) mas aboliu o efeito
da Insulina Regular (DIRG).



Tabela 3. Parametros Bioguimicos. Colesterol total (Col. T — mg/dL), HDL (mg/dL), VLDL (mg/dL), triglicerideos (Trigli. - mg/dL),
proteinas totais (Prot. T. - mg/dL), ureia (Ure. - mg/dL), ambnia (Amn. - mg/dL), frutosamina (Frut. - umol/L), aspartato
aminotransferase (AST - U/L) e alanina aminotransferase (ALT - U/L) do plasma de ratos ap6s 30 dias de tratamento. Grupo
controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com Insulina Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e
GLN (DITG), diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG
Col.T. 82,8+3,06 51,6+2,18 47,4+1,77 102,5+3,66 89,5+2,76 57,2+3,45 62,9£3,10
a a ab b a a
HDL 44,0+1,91 24,5+0,75 28,6+1,28 32,0+2,47 44,3+2,27 29,2+2.34 34,1+1,94
a a a bc a ab
VLDL 5,7+0,19 13,6+1,32 6,3+0,35 53,2+4,65 30,0+2,58 30,32+4,14 12,8+0,88
ab abc ab c
Trigli. 28,7+0,60 83,5+0,90 31,80+1,75 300,5+19,85 138,2+7,53 155,7+20,30 56,2+4,26
a b ab abc ab c
Prot. T. 6,5+0,07 5,6+0,08 5,7+0,14 6,4+0,09 6,3+0,05 6,2+0,18 5,6+0,09
a a b b b ac
Amn. 5,1+0,10 3,60+0,18 4,0+0,15 4,1+0,06 3,8+0,13 4,0+0,05 4,0+0,09
a a a a a a
Ure. 33,7+1,42 122,4+2,94 121,5+9,66 65,7+1,36 74,63%+4,13 111,0+5,64 100,1+5,90
a a ab ab a a
Frut. 1,4+0,04 3,0+0,24 3,2+0,13 2,3+0,15 2,3+0,05 2,3%0,09 2,7+0,07
a a ab ab ab a
AST 54,2+1,36 145,1+8,95 232,4+19,42 63,6+4,53 53,3+2,26 134,7+12,13 219,6+14,82
a ab b b a abc
ALT 21,4+1,84 172,0£5,41 263,2+12,52 74,148,30 44, 5+1,25 150,1+24,04 250,0+£18,31
a ab b b a abc

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa. a)p<0,05 C vs todos
0s grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢) p<0,05 DIT vs DITG e DIR vs DIRG. Andlise de variancia (ANOVA) com poés-
teste de Tukey.

Analise do estresse oxidativo

Os dados referentes aos parametros do estresse oxidativo estdo
presentes na Tabela 4. No grupo diabético (D), a atividade das enzimas CAT e
SOD e as dosagens plasmaticas de TAC se mostraram diminuidas (p<0,05)
quando comparada ao grupo C. A carbonilacdo proteica, por outro lado, se
mostrou aumentada (p<0,05) no grupo D. N&o foi observada diferenca
significativa (p>0,05) nos demais parametros avaliados.

A GLN (DG) (Tabela 4) promoveu aumento (p<0,05) da atividade de CAT

e SOD em relacdo ao grupo D. Destes, apenas CAT apresentou atividade
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diminuida (p<0,05) em relacdo a C. A carbonilagdo proteica mostrou-se
diminuida (p<0,05) no grupo DG quando comparado ao grupo D, no entanto, se
mostrou superior (p<0,05) ao grupo C. Foi observado aumento (p<0,05) nas
dosagens plasmaticas de TAC quando comparado apenas a D. Além disso,
apenas as dosagens de GSSG se mostraram alteradas, revelando aumento
(p<0,05) emrelagcdoa D e C.

Os grupos tratados com Insulina Degludeca (DIT e DITG) apresentaram
aumento (p<0,05) da atividade de SOD em relacdo aos grupos D e C. Ambos os
grupos também mostraram aumento da atividade de CAT em relacdo ao grupo
D, no entanto, a adicdo de GLN (DITG) promoveu diminuicdo de CAT em relagao
a C e DIT. A carbonilagéo proteica se mostrou diminuida (p<0,05) em relagéo a
D e aumentada (p<0,05) em relacdo a C para ambos os grupos. Foi observado
diminuicao (p<0,05) nas dosagens plasmaticas de TAC em relacédo ao grupo C.
N&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) nos demais parametros
avaliados para estes grupos (Tabela 4).

Os grupos tratados com Insulina Regular (DIR e DIRG) mostraram
diminuicao (p<0,05) da atividade de CAT e das dosagens plasmaticas de TAC
em relacéo ao grupo C. No entanto, a adicdo de GLN (DIRG) promoveu aumento
(p<0,05) de CAT em relacéo a DIR. Por outro lado, no grupo DIR, as dosagens
de SOD se mostraram aumentadas (p<0,05) em relacdo a C e D. J& no grupo
DIRG o aumento (p<0,05) se manteve em rela¢do a D, mas a GLN promoveu
diminuigdo (p<0,05) em relagéo a DIR. As dosagens referentes a carbonilagido
proteica mostram um aumento (p<0,05) em ambos em relacdo ao grupo C, e
diminuicdo (p<0,05) em relacdo a D. Além disso, a adicdo de GLN (DIRG)
resultou em diminuicdo (p<0,05) da carbonilacdo proteica em relacdo a DIR.
Também a adicdo de GLN (DIRG) promoveu aumento (p<0,05) de GSH e
GSH+GSSG quando comparado aos grupos C, D e DIR, enquanto GSH/GSSG

aumentou (p<0,05) apenas em relacdo a D e DIR (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros do estresse oxidativo. Catalase (CAT - pmol.mint.(mg/protein)?t), Superdxido dismutase (SOD -
U.SOD.(mg/protein)1), proteinas carboniladas (Prot. C. - nmol.(mg/protein)1), glutationa reduzida (GSH - nmol. (mg/protein)1),
glutationa reduzida (GSSG - nmol. (mg/protein)1), razdo GSH/GSSG (nmol.(mg/protein)1), soma GSH+GSSG (nmol.(mg/protein)-
1) do tecido hepético e a capacidade antioxidante total (TAC — mmol.(ET)/L) do plasma de ratos ap6s 30 dias de tratamento. Grupo
controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com Insulina Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e
GLN (DITG), diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG

TECIDO HEPATICO

CAT 915,2+34,46 509,1+26,87 706,6+35,06 887,5+18,12 730,9+40,55 474,5+48,73 608,6+19,18

a ab b abc a ac
SOD 1,740,01 1,3+0,04 2,0+0,11 2,6+0,06 2,6+0,07 2,2+0,06 1,8+0,10
a b ab ab ab bc
Prot. 4,8+0,30 14,5+0,59 8,7+0,34 8,31+0,52 6,9+0,43 7,910,14 5,5+0,16
C. a ab ab ab ab abc
GSH 10,0+0,55 9,0+0,59 9,6+0,61 11,4+0,87 9,2+0,92 7,7+0,74 13,8+0,37
abc
GSSG 0,8+0,03 0,8+0,02 1,0+0,06 0,9+0,06 0,8+0,03 1,0+0,06 0,8+0,02
ab
GSH/ 11,6+0,77 9,3+0,91 10,5+1,81 12,4+0,81 10,7+1,00 8,7+1,52 15,2+0,23
GSSG bc
GSG+ 11,7+0,58 10,8+0,65 11,6+0,63 13,3+0,99 10,9+0,96 9,6+0,74 15,6+0,52
GSSG abc
PLASMA
TAC  454,7+12,10 343,615,52 424,4+16,22 324,4+10,34 277,7+19,93 295,8+24,74 330,2+1,22
a b a a a a

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa. a)p<0,05 C vs todos
0s grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢) p<0,05 DIT vs DITG e DIR vs DIRG. Andlise de variancia (ANOVA) com poés-
teste de Tukey.
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DISCUSSAO

A perda de peso e a hiperglicemia sdo parametros fisiologicos alterados
e caracteristicos do T1DM?425, Eles resultam da auséncia de insulina, que
impede os tecidos insulinodependentes de captarem glicose e acabam por
estimular a gliconeogénese hepatica, resultando em hiperglicemia cronica?®.
Ainda, essa auséncia de captacdo de glicose faz com que as reservas
energéticas corporais (proteinas e lipidios) sejam utilizadas como fonte de
energia alternativa, resultando em perda de peso. Os resultados obtidos neste
estudo, revelaram a presenca de ambas (hiperglicemia e perda de peso)
indicando a instalacdo do quadro diabético?®, como mostra a Tabela 2.

Como esperado, as duas insulinas utilizadas foram capazes de reduzir a
perda de massa corporal (DIT e DIR), mas somente o tratamento com Insulina
Degludeca (grupos DIT) foi capaz de reduzir a glicemia de jejum em relagao ao
grupo diabético (D), mesmo ndo alcancando os valores do grupo controle C, o
que ndo foi observado nos demais tratamentos. As diferencas entre as cinéticas
de liberacdo para a corrente sanguinea, concentracdo plasmatica efetiva
temporal das insulinas e nivel de interacdo com seus receptores celulares,
podem ter sido responséaveis pelos efeitos fisiolégicos observados. A auséncia
de alteracdes no padrdo de ingestdo alimentar?’ associado a reducdo da perda
de massa corporal podem indicar um efeito diferenciado desta insulina sobre a
regulacdo da lipdlise e do nivel de degradacéo proteica?®. No entanto, esse é um
efeito da Insulina Degludeca, que desaparece na presenca da associacdo com
GLN.

No T1DM, a elevacdo da glicemia promove um total desbalanco
metabdlico®®, que resulta em um quadro de dislipidemia. Esse quadro é
consequéncia de alteracdes na lipélise na auséncia de insulina endégena®. Isto
promove o aumento dos triglicerideos plasmaticos e de VLDL, e diminui¢cdo de
HDL3!. Nosso modelo experimental mostrou padrdo de resposta equivalente,
com tendéncia ao aumento de VLDL.

Os animais dos grupos tratados com Degludeca (DIT e DITG)
apresentaram alteracdes em todo perfil lipidico. A associacado de Degludeca e
GLN (DITG) promoveu recuperacao do colesterol total e HDL. Além de inibir a
lipdlise, a insulina também estimula a sintese de colesterol*3?, que associada a

GLN apresentou os efeitos observados. Todavia, os triglicerideos e VLDL foram
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produzidos de maneira exacerbada nestes grupos. Os triglicerideos resultantes
de re-esterificacdo ou sintese de novo no figado, sdo empacotados e
transportados no sangue pela lipoproteina VLDL2. Associando isto com o fato
da Insulina Degludeca per se ter reduzido a glicemia de jejum, parece provavel
gue esta insulina possa estar aumentando a lipogénese hepatica a partir da
glicose circulante. A associacdo entre Degludeca e GLN (DITG) amenizou esses
efeitos, promovendo diminuicdo desses valores, sem, no entanto, reduzir a
glicemia de jejum.

Os grupos tratados com Insulina Regular ndo modificaram as dosagens
do colesterol total e HDL, no entanto, assim como Degludeca isolada (DIT), a
Insulina Regular isolada (DIR) também estimulou o aumento nas dosagens de
triglicerideos e VLDL. Todavia, esse aumento de triglicerideos foi 50% menor
guando comparado a Insulina Degludeca, o que aponta beneficios da Insulina
Regular. Esses resultados indicam que a diferenca na farmacocinética entre os
dois tipos de insulinas testadas refletem diretamente no mecanismo de agéo.
Apesar do efeito aparentemente benéfico da Insulina Regular em produzir
metade dos triglicerideos plasmaticos comparada a Insulina Degludeca, ndo
houve mudanca da glicemia de jejum como em DIT. A associagao entre Insulina
Regular e GLN também foi capaz de reduzir esses parametros, o que reforca a
hipétese de que, embora diferentes, ambas as insulinas quando associadas a
suplementacdo com GLN parecem atenuar os efeitos do diabetes no que diz
respeito ao perfil lipidico. Embora a utilizacdo de GLN né&o ser capaz de substituir
a insulina, o uso concomitante pode melhorar a compensacdo metabdlica do
T1DM.

A captacao celular sédio-acoplada de GLN (SNATS3, Slc38a3) aumenta o
volume celular (swelling), processo que regula a sintese de acidos graxos, entre
outros'?. Esse efeito na reducéo dos triglicerideos (DG, DITG e DIRG) pode estar
relacionado com a capacidade de GLN em modular o metabolismo energético.
Modelos de animais com dieta hiperlipidica e gavagem com GLN por quatro
semanas tiveram baixo ganho de peso e aumentaram a oxidacdo de &cidos
graxos em relacdo a dieta padrdo3*. Apesar da falta de efeito sobre o peso
corporal no grupo DG, o aumento na beta-oxidacdo pode ser um dos
mecanismos ativados pela GLN neste estudo, e que poderia justificar a reducao

dos triglicerideos plasmaéticos.
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O diabetes também foi capaz de promover alteragdes no perfil proteico
destes animais, restaurado pelo tratamento com ambas as insulinas. Associado
a reducéo das proteinas totais do plasma no grupo diabético, houve aumento de
3 vezes nos valores de ureia referente ao grupo controle, e diminuicdo de 30%
nas dosagens de amonia, indicando maior protedlise e conversdo de amonia a
ureia. Os grupos tratados com Insulina Degludeca (DIT e DITG) foram capazes
de aumentar proteinas totais e diminuir as dosagens de ureia em relacdo ao
grupo diabético D, o que indica um efeito positivo dessa insulina sobre esse
aspecto, embora essa diminuicdo da ureia ndo ter sido suficiente para alcancar
a normalidade. Esse aumento de proteinas totais e reducao da ureia podem estar
relacionadas com menor degradacgéo proteica e preservacéo de massa corporal,
como observado na Tabela 2. O grupo tratado com Insulina Regular (DIR)
restaurou proteinas totais, mas ndo apresentou o mesmo resultado sobre a ureia,
0 que indica um efeito apenas da Insulina Degludeca. A associagcdo com GLN
(DIRG) aboliu o efeito da Insulina Regular sobre as proteinas totais do sangue.

O estresse oxidativo observado nos individuos diabéticos esta
intimamente relacionado com as complicagcbes cronicas da doenca, e a
hiperglicemia tem papel importante nesse processo®®. A hiperglicemia cronica
conduz a danos celulares, que se devem, em grande parte, a formacao dos
AGEs?®%. Os AGEs sdo resultado da reacdo ndo enzimatica da glicose sanguinea
com componentes celulares, como proteinas, que sao alterados de forma
irreversivel, levando a perda de funcdo biolégica®’, sendo ainda capazes de
induzir a formacédo de EROs e de moléculas pré-inflamatorias®e.

A dosagem de frutosamina € uma forma de avaliar esses produtos de
glicacdo avancada. No entanto, sua dosagem avalia apenas as semanas
anteriores a amostragem, uma vez que a meia vida da maioria das proteinas é
curta. O grupo diabético D apresentou aumento de 50% nas dosagens de
frutosamina, o que era esperado e esta associado a hiperglicemia diabética.
Além disso, a alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), usadas como marcadores de lesdo celular, também se mostraram
alteradas frente a doenca®’. A transaminase ALT é encontrada principalmente
no figado, sendo liberada na corrente sanguinea como resultado de dano nos
hepatocitos*'. Todo desbalanco metabdlico observado no grupo D pode estar

diretamente relacionado a esses possiveis danos. Embora a frutosamina ndo
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tenha sido alterada pelo tratamento com GLN (DG), AST foi aumentada em
328%(em relacédo a C) e 60% (em relacdo a D), e ALT em 1.129% (em relacéo
a C) e 53% (em relacdo a D).

O tratamento com a Insulina Degludeca (DIT e DITG) promoveu
diminuicdo das transaminases e da frutosamina, mesmo que somente 0 grupo
DIT tenha apresentado diminuicdo da glicemia de jejum, uma vez que as
alteracdes na glicemia estdo diretamente relacionadas com as alteragdes na
frutosamina®. Esse efeito de Degludeca pode indicar uma diminuicéo dos efeitos
deletérios promovidos pela doenca. Por outro lado, a Insulina Regular (DIR e
DIRG) também promoveu diminuicdo de frutosamina, mas néo foi capaz de
modificar a glicemia de jejum, 0 que n&do era um resultado esperado, uma vez
gue os dois parametros estao intimamente relacionados. De forma inespecifica,
ambas as insulinas, associadas ou ndo a GLN, reduziram o nivel de glicacao de
proteinas em relacdo ao grupo D.

A adicao de GLN (DIRG) promoveu aumento das transaminases a valores
elevados, assim como no grupo DG, o que poderia indicar alguma lesdo
hepatica, como resultado de acumulo de lipidios nos hepatécitos (esteatose
hepatica ndo-alcodlica) ou inflamacdo*?. A GLN tem a capacidade de induzir
swelling celular, modificando a expressédo de diversas proteinas!?. O aumento
das transaminases na presenca de GLN poderia indicar a influéncia desse
aminoacido sobre a expressdo de determinadas proteinas e vias metabdlicas,
que influenciariam o acumulo de lipidios ou a inflamacé&o. Esses resultados foram
obtidos com a GLN isolada (DG) ou associada a Insulina Regular (DIRG), mas
nao com a Insulina Degludeca (DITG). Dessa forma, o efeito inespecifico da GLN
sobre as transaminases parece ser abolido na presenca de Degludeca, o que
indica que a suplementacgédo deve ser avaliada caso a caso.

As transaminases, como indicativo de lesdo hepatica*!, e a hiperglicemia,
estdo grandemente associados ao aumento da producdo de espécies reativas
(RE)*® e surgimento do estresse oxidativo. Em individuos normais, o sistema
antioxidante desempenha seu papel de maneira eficiente, reduzindo os danos
causados pelas RE*4. No entanto, em individuos diabéticos a superproducéo de
RE excede a capacidade do sistema?®®, resultando em diminuicéo da capacidade
antioxidante total (TAC), aumento da carbonilacdo de proteinas e alteracdes na

atividade das enzimas do sistema antioxidante?®.
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TAC é um biomarcador importante, pois avalia a interacdo entre os
diferentes componentes do plasma*’ e sua reducéo é indicativo de aumento das
RE“*8. Além do plasma, amostras de figado podem ser utilizadas para determinar
tanto os componentes do sistema antioxidante, como o quadro de carbonilacéo
proteica, que resultam de alteracBes pds-traducionais em aminoacidos devido a
RE*. Os antioxidantes enziméaticos compreendem enzimas como a catalase
(CAT) e superoéxido dismutase (SOD), que agem em conjunto a fim de combater
0 estresse oxidativo.

Embora ndo tenha sido observado alteracbes nos parametros que
envolvem a glutationa (GSH, GSSG, razdo GSH/GSSG e GSH+GSSG), a
diminuicdo de CAT, SOD e TAC, e aumento da carbonilacdo de proteinas?,
indicam uma menor capacidade em lidar com a producdo de RE e favorece o
estresse oxidativo** no grupo D. Ainda que a GLN (DG) tenha apresentado
efeitos discretos nos parametros avaliados até agora, a suplementacao foi capaz
de aumentar a atividade de CAT e SOD, as dosagens de TAC e diminuir a
carbonilacdo proteica. Os resultados obtidos sem reposicdo hormonal podem
estar associados a acado regulatoria da GLN, sobre a expressédo proteica e
modificacdo na atividade enzimatica'?.

A suplementacdo com Insulina Degludeca (DIT, e DITG) resultou em
aumento de CAT e SOD e diminuicdo das proteinas carboniladas. O tratamento
com Insulina Regular (DIR) resultou em efeitos similares aos grupos tratados
com Degludeca. No entanto, a adicdo de GLN (DIRG) aumentou os efeitos da
Insulina Regular, com aumento de CAT e diminuicéo das proteinas carboniladas
em relacdo a DIR. Além disso, promoveu aumento nas dosagens de GSH,
GSH+GSSG e da razdo GSH/GSSG, importante indicador do estado redox
celular. Apesar dos resultados similares entre os grupos DG e DIRG, apenas o
grupo DIRG promoveu alteracdes que refletem o antioxidante glutationa, o que
indica um efeito da associacao entre a reposicado hormonal e a suplementacéo
sobre esse aspecto, uma vez que as mesmas alteragdes néo foram observadas
no grupo tratado apenas com GLN (DG). Além disso, os efeitos foram restritos a
Insulina Regular, ou seja, a Insulina Degludeca aboliu os efeitos da GLN sobre

esses parametros.
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CONCLUSAO

A reposicédo hormonal com a Insulina Degludeca foi eficaz em diminuir a
glicemia de jejum com 30 dias de tratamento. Essa diminuicdo pode estar
associada ao aumento da producdo triglicerideos, via lipogénese hepatica a
partir da glicose circulante. A auséncia de alteracées na ingestao alimentar
associado a menor perda peso e reducdo da ureia plasmética, indica um efeito
desta insulina sobre a regulacdo da lipogénese e/ou lipolise periférica e
protedlise. A associacdo de GLN aos grupos (DITG e DIRG) atenua os efeitos
do diabetes no que diz respeito ao perfil lipidico. No entanto, suplementada
isolada (DG) aumenta as dosagens das transaminases, 0 que pode indicar a
influéncia do tratamento sobre o acumulo de lipidios e glicogénio. A insulina
Degludeca isolada reduziu todos esses parametros, e associada aboliu o efeito
de GLN sobre as transaminases. Ademais, ambas Insulinas resultaram em
aumento de CAT e SOD e diminuicdo das proteinas carboniladas, refletindo uma
melhora no perfil oxidativo.

Os diferentes tipos de insulina disponiveis apresentam perfis regulatérios
diferenciados, e reforca a dificuldade da escolha da melhor insulinoterapia. Além
disso, a suplementacdo com GLN interfere com a acao insulinica nos tecidos, de
maneira diferente de acordo com a insulina utilizada. Portanto, a utilizagéo de
GLN em T1DM néo deve ser indiscriminada, necessitando de ampla avaliacdo

metabodlica.
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RESUMO

Considerando a associacdo entre insulinizagdo e suplementagdo com L-
glutamina (GLN) no equilibrio metabdlico do diabetes tipo 1 (TLDM), o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos das Insulinas Degludeca (basal) ou Regular
(rdpida), associadas ou nado a GLN, sobre os parametros seéricos e
morfofisiologia hepética em ratos T1DM. Os ratos foram distribuidos em oito
grupos e avaliados os parametros fisioldgicos, histoldégicos e o metabolismo
hepatico apds 30 dias de suplementacéo e reposi¢cdo hormonal. A GLN reduziu
a perda de peso e os triglicerideos. A Degludeca reduziu a glicemia e a perda de
peso, no entanto, aumentou triglicerideos e glicogénio hepético. A associacao
de GLN com Degludeca reduziu triglicerideos e o glicogénio, mas eliminou o
efeito sobre a glicemia. A Insulina Regular aumentou triglicerideos e a
associacdo com GLN normalizou esse parametro. A gliconeogénese e
glicogenolise foram aumentadas pela Degludeca, com reversdo do efeito na
associacdo com GLN. A adicdo de GLN a Regular aumentou a gliconeogénese
sem alterar a glicogendlise. Ambas as insulinas aumentaram a resposta a-
adrenérgica do figado e a associacdo com GLN aboliu essa resposta. A
associacdo das insulinas com GLN alteraram o potencial redox do hepatécito
sem interferir na gliconeogénese. Ainda, todos o0s grupos tratados apresentaram
aumento da area do hepatdcito, mas somente Degludeca diminuiu o nimero de
hepatdcitos. A utilizacdo de GLN, associada a diferentes insulinas, por 30 dias,
apresentou efeitos modulatérios importantes e diferenciados sobre a acado

insulinica.

Palavras-chave: Metabolismo hepatico, Diabetes tipo 1, L-glutamina, Insulina

degludeca, Insulina regular, Histologia hepatica



52

ABSTRACT

Considering the association between insulinization and supplementation with L-
glutamine (GLN) in the metabolic balance of type 1 diabetes (T1DM), the aim of
this study was to evaluate the effects of Degludec (basal) or Regular (rapid)
insulin, associated or not with GLN, on serum parameters and liver
morphophysiology in T1DM rats. The rats were distributed in eight groups and
evaluated the physiological, histological parameters and hepatic metabolism after
30 days of supplementation and hormone replacement. GLN reduced weight loss
and triglycerides. Degludec reduced blood glucose and weight loss. However, it
increased triglycerides and hepatic glycogen. The association of GLN with
Degludec reduced triglycerides and glycogen, but abolished the effect on
glycemia. Regular increased triglycerides and the association with GLN
normalized this parameter. The gluconeogenesis and glycogenolysis were
increased by Degludec, with reversal of the effect in association with GLN. The
addition of GLN to Regular increased gluconeogenesis without altering
glycogenolysis. Both insulins increased the a-adrenergic response of the liver
and the association with GLN abolished this response. The association of insulin
with  GLN altered the hepatocyte redox potential without interfering with
gluconeogenesis. Still, all treated groups showed an increase in area, but only
Degludec decreased the number of hepatocytes. The use of GLN associated with
different insulins for 30 days showed important and differentiated modulatory

effects on insulin action.

Keywords: Hepatic metabolism, Type 1 diabetes, L-Glutamine, Degludec

insulin, Regular insulin, Liver histology.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (T1DM) é uma doenca crbnica resultante da
destruigdo imunolégica das células B-pancreaticas, que leva a perda da secrecao
endogena de insulina [1]. Isto altera a captacéo insulino-dependente de glicose
[2] e o metabolismo hepatico, pois modifica a atividade das enzimas da via
glicogenogénica, gliconeogénica e lipogénica [3,4]. O resultado é a
hiperglicemia, dislipidemia [5] e a desregulacéo do metabolismo dos hepatdcitos
[6]. Esses, estdo organizados em I6bulos [7] e regionalizados em periportais e
perivenosos, que apresentam oxigenacdo, disponibilidade de nutrientes e
expressdo enzimatica distintas [8]. Portanto sdo afetados pelo TIDM.

Para a insulinoterapia obrigatéria do T1DM existem diferentes tipos de
insulina com diferentes tempos de liberacao [9]. Dentre essas, a insulinoterapia
mista parece ser superior por atender as diferentes demandas de insulina ao
longo do dia. No entanto, o alto custo e complexidade desta forma de tratamento
restringe sua implantacao pelos sistemas publicos de saude. Por isso, associar
suplementos nao-hormonais a insulinoterapia, com funcdo aditiva e/ou
sinergistica sobre o metabolismo da glicose, pode ser uma boa opcéao.

Dentro deste contexto, a L-glutamina (GLN), aminoacido ndo essencial
mais abundante do sangue, pode se encontrar reduzido em situacbes de
estresse metabdlico, como no T1DM descompensado. A GLN é substrato para
a sintese proteica e gliconeogénese [10] e participa, via swelling celular, da
regulacédo da expressao e da atividade de enzimas do metabolismo da glicose e
lipidios [11]. Por isso, ha vasta indicacdo do seu uso em pacientes catabdlicos.

Apesar da utilizacdo de GLN ser um topico controverso [12,13], ja foram
demonstrados beneficios da sua utilizacgdo em modelos experimentais de
estresse metabolico [14]. Todavia, a literatura carece de estudos que associem
a suplementagdo com GLN com diferentes insulinoterapias, que podem
apresentar diferentes interagcdes com a GLN.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar parametros fisiolégicos,
bioquimicos, histolégicos e o metabolismo hepatico em ratos Wistar T1DM
tratados com insulina de curta (Insulina Regular, pico plasmatico entre 2-3 horas
e efeitos entre 6-8 horas) ou longa duracdo (Insulina Degludeca, sem pico
plasmatico e efeitos acima de 24 horas), associadas ou ndo a suplementacdo

oral com GLN.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e tratamento
Ratos Wistar machos (n=90, 50 dias de idade), provenientes do Biotério

Central da Universidade Estadual de Maringa foram mantidos em caixas de
polipropileno (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, 22 + 2°C) no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas. Os anestésicos utilizados foram
fornecidos pelo Abbott laboratérios do Brasil e pela Syntec do Brasil Ltda. Todos
os procedimentos seguiram as normas estabelecidas pelo Comité de Etica
Animal da Universidade Estadual de Maringa (parecer 9584021115).

A diabetizacédo foi realizada por injecdo endovenosa de estreptozotocina
(60 mg/kg de peso corporal, Sigma-Aldrich, USA) em tampao citrato, pH 4,5
(10mM), apos jejum noturno de 15 horas. Foram considerados diabéticos os
animais que, apos 4 dias, apresentaram glicemia de jejum = 250 mg/dL [21]. Em
animais controle foi utilizado somente tampao citrato.

Os animais foram suplementados durante 30 dias, com solugéao salina
0,9% ou GLN 400 mg/kg por via oral (gavagem), e receberam injecao
subcutanea (bomba de infuséo - Insight Equipamentos Ltda) de solucdo salina
0,9% ou Insulina Degludeca (a ser determinada), ou injecéo intraperitoneal de
Insulina Regular (1,0 U/kg). A dose de Insulina Regular foi previamente
estabelecida [15]. A GLN foi obtida em farméacia de manipulacéo, e a escolha da
dose foi baseada na dose diaria indicada para a suplementacdo em pacientes
hospitalizados, que varia comumente entre 300-500 mg/Kg/dia [16]. A Insulina
Degludeca (Tresiba®, Novo Nordisk®) e a Insulina Regular (Humulin® R, Eli
Lilly®) foram obtidas em farmacia comercial.

Grupos experimentais

Os animais foram organizados em um grupo padronizacdo e sete
grupos experimentais. No grupo padronizacédo (n=20), a resposta glicémica a
diferentes doses da Insulina Degludeca foi determinada. O sangue foi coletado
por transeccao caudal, durante 4 dias. As 8 horas da manha foi aplicada a
insulina, seguido de medidas de glicemia as 8, 12 e 17 horas. Do primeiro ao

terceiro dia os animais estavam alimentados, e no quarto dia sob jejum noturno
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de 15 horas para monitorar a glicemia no jejum. Os demais grupos estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais tratados durante 30 dias.

Grupos Tratamentos
Grupo C (n=10)
Controle Gavagem de solucao salina 0,9% e injecdo subcutanea
de solucéo salina 0,9%
Grupo D (n=10)
Grupo DG (n=10) Gavagem com 400 mg/kg de glutamina e injecéo
subcutanea de solu¢éo salina 0,9%
Grupo DIT (n=10) Gavagem de solucéo salina 0,9% e inje¢cdo subcutanea
de Insulina Degludeca (a ser determinado)
Grupo DITG (n=10) Gavagem com 400 mg/kg de glutamina e injegéo
Tratados

Grupo DIR (n=10)

Grupo DIRG (n=10)

subcutanea de Insulina Degludeca (a ser determinado)

Gavagem de solucdo salina 0,9% e injecdo
intraperitoneal de Insulina Regular (1,0 U/kg)

Gavagem com 400 mg/kg de glutamina e injecéo
intraperitoneal de Insulina Regular (1,0 U/kg)

Durante o periodo experimental (30 dias) foram realizadas avaliacbes

semanais do peso corporal e glicemia de jejum (glicosimetro e tiras de dosagem

Optium Xceed, Abbott do Brasil).

Coleta de material bioldgico

Apoés 30 dias de tratamento, os animais, sob jejum de 15 horas, foram

anestesiados com Tiopental sédico (Thionembutal®) e Cloridrato de Lidocaina

2% (120/10 mg/kg de peso corporal, i.p.). A eutanasia ocorreu por sobredose

anestésica. A coleta de sangue foi realizada por puncgéo cardiaca, as amostras
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centrifugadas (3.500 rpm, 15 min) e o soro utilizado para as dosagens de
triglicerideos e proteinas totais. Apos, foi realizada laparotomia vertical para
pesagem e coleta do figado, fixacdo das amostras em Bouin/24 horas e

armazenamento em solucéo de alcool 70%.

Processamento e Analise Histologica Hepatica

As amostras de figado foram desidratadas em alcool, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Posteriormente foram realizados cortes histologicos
transversais semi-seriados, de 6 um de espessura, em micrétomo rotativo

(Leica® RM2245), para analise morfométrica e histoquimica.

Analise Morfométrica

Os cortes histolégicos foram corados com Hematoxilina de Harris e
Eosina (H.E.). Foram capturadas imagens da regido préxima a veia central, em
microscopio 6ptico Olympus BX41® (objetiva de 20x) com camera Olympus Q-
Color® 3, acoplado a um computador com o programa Q-Capture®. Foi
mensurada a area (um?) de 200 hepatdcitos/animal (1000 hepatdcitos/grupo), e
avaliado o numero de hepatécitos em 30 imagens/animal (150 imagens/grupo),

pelo programa Image Pro-Plus® 4.5 (Media Cibernetics).

Analise Histoguimica

Os cortes histologicos foram corados com Acido Periédico de Schiff
(P.A.S.). Foram capturadas imagens da regido proxima a veia central, em
microscépio 6ptico Olympus BX41® (objetiva de 40x) com camera Olympus 26
Q-Color® 3, acoplado a um computador com o programa QCapture®. A
avaliacdo do percentual de glicogénio foi realizada pela anélise colorimétrica da
area contendo glicogénio em 30 imagens/animal (150 imagens/grupo), pelo
programa Image Pro-Plus® 4.5 (Media Cibernetics).

Isolamento de hepatocitos

Apos jejum de 15 horas, os animais foram anestesiados com Tiopental
sédico (Thionembutal®) e Cloridrato de Lidocaina 2% (40/10 mg/Kg de peso
corporal) e submetidos a laparotomia. A eutanasia ocorreu por choque
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hipovolémico. O isolamento foi realizado por perfusdo hepatica com tampéao
Krebs-Henseleit-Bicarbonato (KH) contendo colagenase 3% [17].

Os hepatdcitos (1x10° céls/mL) com viabilidade > 75%, foram incubados
(KH saturado com O2/COz2, a 37°C, sob agitacado constante) durante 1 hora na
auséncia (basal) ou presenca dos agentes glicogenoliticos glucagon (1nM),
cortisol, adrenalina (1mM, agonista a e B-adrenérgico) e isoproterenol (20nM,
agonista B-adrenérgico); ou dos substratos gliconeogénicos (5mM) glicerol, L-
lactato, L-alanina ou L-glutamina.

As amostras foram centrifugadas e a fracdo soluvel coletada para
determinacdo de glicose e L-lactato [18]. A presenca de diferenca estatistica
entre os frascos basais e 0s frascos testes representou a quantidade produzida

pelos hepatdcitos.

Andalise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov (K-S),
considerados paramétricos e submetidos a analise de variancia (ANOVA) com
pés-teste de Tukey. A determinacéo da dose de Insulina Degludeca foi feita por
teste ‘t’ de Student. O nivel de significancia foi prefixado em 95% (p<0,05), com

o auxilio do programa GraphPad Prism, verséo 5.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacdo da resposta glicémica foram testadas quatro doses (0,4
U/kg, 1,0 U/kg, 5,0 U/kg e 10,0 U/kg). As doses de 0,4 U/kg e 1,0 U/kg nao
diferiram entre o primeiro e os demais dias de teste. No entanto, as doses de 5,0
U/kg e 10,0 U/kg promoveram reducéo da glicemia apo6s jejum noturno (8h, 4°
dia), mas somente a dose de 5,0 U/kg também o fez no estado alimentado (8h,
3° dia) e, por isso, foi escolhida para o tratamento dos grupos DIT e DITG (Figura
1).

8h 12h  17h 8h 12h  17h 8h 12h  17h 8h 12h
Horarios das coletas de sangue (h)

Figura 1. Determinagéo da variacdo da glicemia ap0s injecao de Insulina Degludeca. Teste
realizado em ratos T1DM ap@s inje¢do subcutanea de Insulina Degludeca, por quatro dias
consecutivos, com a dose de 5,0 U/kg. ep<0,05 8h do 3° e 4°dias vs 8h do 1°dia, m p<0,05 12h
do 4°dia vs 12h do 1°dia. Os resultados foram expressos como média + EP e analisado por teste
“t” de Student, n=5.

A perda de peso corporal (54%), 0 aumento (421%) da glicemia de jejum,
e dos triglicerideos (190%) e reducdo (14%) nas proteinas totais do sangue
(Tabela 2), do grupo D comparado ao C, indicam que o modelo diabético foi
devidamente estabelecido pelo protocolo experimental utilizado [19, 20, 21].

As insulinas ndo normalizaram o peso corporal, mas reduziram a perda
de peso promovida por TIDM em 30% no grupo DIT e 35% no DIR, quando
comparados ao C. Ainda, todos os grupos tratados com insulina normalizaram
as proteinas totais do sangue comparado ao grupo C, o que reforca o forte efeito
anti-proteolitico do hormonio [22]. Porém, esse efeito € perdido quando GLN &
associada a Insulina Regular (DIRG). Assim, GLN associada a Degludeca
(DITG) apresenta melhor efeito sobre a preservagcédo da massa corporal, assim
como efeito diferenciado sobre a regulacdo do metabolismo de lipideos e

carboidratos, e nivel de degradacao proteica (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros fisiologicos e bioquimicos do sangue ap6s 30 dias de tratamento. Peso corporal (g), glicemia jejum
(mg/dL), triglicerideos (mg/dL) e proteinas totais (mg/dL) de ratos dos grupos controle (C), diabético (D), diabético com GLN
(DG), diabético com Insulina Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e GLN (DITG), diabético com Insulina Regular
(DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG

PARAMETROS FISIOLOGICOS

Peso corporal 337,8+5,46  183,6+3,44 178,5+5,83 234,6+4,98 231,3+7,92 216,5+6,08 185,3+4,05

a a ab ab ab ad

Glicemiade  105,8+2,20 551,9+16,31 437,5+42,40 353,8+19,53 574,5+24,93 592,4+19,61 478,5+28,88

jejum a a ab ac a ad

PARAMETROS BIOQUIMICOS DO SANGUE

Triglicerideos  28,7+0,60 83,5+0,90 31,8+1,75 300,5+£19,85 138,2+7,53 155,7+20,30 56,2+4,26

a b ab abc ab d
Proteinas 6,5+0,07 5,6+0,08 5,7+0,14 6,4+0,09 6,3+0,05 6,2+0,18 5,6+0,09
Totais a a b b b ad

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa. a)p<0,05 C vs
todos os grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; c¢) p<0,05 DIT vs DITG e d) DIR vs DIRG. Os dados foram avaliados pela
analise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey.

A Degludeca (DIT) foi capaz de reduzir a glicemia de jejum em 36% apos
30 dias de tratamento (Tabela 2), valor equivalente ao obtido com quatro dias de
tratamento (40% de reducao da glicemia de jejum do 4° dia vs 1° dia, Figura 1).
Isto demonstra que em ratos T1DM o efeito da Degludeca sobre a glicemia é
precoce, refletindo alteracbes metabdlicas significativas ja no inicio do
tratamento, efeito ndo observado com a Regular e a GLN. No entanto, a
associacado de GLN com Degludeca (DITG) aboliu a capacidade da insulina em
reduzir a glicemia de jejum. De forma contraria, a associacdo da Regular com
GLN (DIRG) reduz em 20% a glicemia de jejum comparado a DIR.
Aparentemente, os mecanismos de acao das insulinas sobre o metabolismo
energético sdo diferentes.

O tratamento com GLN (DG) normalizou os triglicerideos plasmaticos. Em
contrapartida, o tratamento com Degludeca (DIT) promoveu um aumento de
260% e com a Regular (DIR) de 86%, comparados ao grupo D. A menor perda
de massa corporal e diminuicdo da glicemia de jejum em DIT indicam um
possivel desvio da glicose para a lipogénese de novo (LDN) e forte efeito da
Degludeca sobre essa via no figado. No entanto, o aumento dos triglicerideos no

grupo DIR n&o é acompanhado de diminuicédo da glicemia de jejum. Neste caso,
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pode ser que a auséncia da Regular, 6-8h apdés a administracdo, promova
periodos de surtos lipoliticos, equivalentes ao grupo diabético sem tratamento
(D). Se este for o caso, a dislipidemia do DIR poderia resultar de efeito
relacionado a regulacao da lipdlise periférica.

A adicdo de GLN as insulinas reduziu os triglicerideos (50% DITG vs DIT,
e 64% DIRG vs DIR), no entanto, em DITG hé preservacdo da massa corporal
sem alteracdo da glicemia. Neste caso, se pelo menos parte dos triglicerideos
advém da LDN a partir da glicose plasmatica, a associacdo de GLN com
Degludeca parece interferir neste mecanismo. No DIRG, a adicdo de GLN
normaliza os triglicerideos em relacdo a C, um resultado que advém da GLN,
uma vez que DG apresentou o mesmo efeito.

A captacdo celular sodio-acoplada de GLN (Transportador SNATS3,
Slc38a3) aumenta a hidratacdo e o volume celular (swelling), processo que
regula a sintese de glicogénio e 4cidos graxos, e reduz a protedlise [13,23,24].
O efeito da GLN na reducéo dos triglicerideos pode estar relacionado com essa
capacidade em modular o metabolismo energético. Ratos submetidos a dieta
hiperlipidica e gavagem com L-glutamina por quatro semanas ganharam menos
peso, aumentaram o consumo de Oz e aumentaram a oxidacao de &cidos graxos
em relacdo a dieta padrdo [4]. Apesar ndo haver efeito sobre o peso corporal no
grupo DG, o aumento na beta-oxidacao pode ser um dos mecanismos ativados
pela GLN neste estudo, e que poderia justificar parcialmente a reducdo dos
triglicerideos plasmaticos. Um efeito anti-insulinico importante.

Mesmo diabéticos, os figados dos animais mantiveram as caracteristicas
macroscopicas do 6rgédo, tais como coloracdo padrdo avermelhada, brilhante e
com textura homogénea para todos o0s grupos. Microscopicamente, a
organizacao histologica também foi mantida entre os grupos, que apresentaram
organizacao histolégica tipica, formada por corddes de hepatoécitos, circundados
por sinusoides, que convergiam para a veia central. A veia porta, artéria hepatica
e ducto biliar se mostraram bem definidos.

Apesar disso, houve um aumento de 40% no peso do figado no grupo D,
pode resultar de maior acumulo de lipidios, resultante da hipertrigliceridemia
[21,25] e/ou do maior acumulo de glicogénio [26,27], como observado no grupo
D (Tabela 3). Embora ndo tenham sido observadas alteragdes no numero de

hepat6citos em T1DM, houve aumento de 14% da area comparado a C, que
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pode ser associado ao acumulo de glicogénio observada nesse grupo. Dentre
0s grupos tratados, apenas DIR reduziu o peso do figado comparado a D (53%).
Considerando que DIR apresentou trigliceridemia 86% maior que D e estoque
de glicogénio equivalente a D, essa reducéo de massa hepatica necessita maior
investigacao.

Os tratamentos com GLN e com Degludeca aumentaram ainda mais a
area dos hepatécitos em relagdo ao grupo D (DG - 26%, DIT - 21% e DITG -
13%) (Tabela 3). Além disso, todos os grupos diabéticos apresentaram estoque
de glicogénio hepatico aumentado em no minimo 70%. Esse percentual
aumentado de glicogénio caracteriza um quadro de glicogenose secundaria, que
€ 0 acumulo anormal de glicogénio resultante do alto fluxo de glicose [26], um
quadro acompanhado de hipertrigliceridemia [21, 26]. De todos 0s grupos,
somente em DIT o numero de hepatdcitos foi reduzido em 14% e o aumento de
area celular foi acompanhado de maior acumulo de glicogénio quando
comparados aos grupos C (de 82%) e D (de 58%). A adicdo de GLN em DITG
promoveu diminuicdo da area do hepatécito e do glicogénio em relacéo a DIT, e
isto, assim como o aumento de triglicerideos (via LDN), poderia ser associado a
falta de efeito da associagdo sobre a glicemia de jejum em DITG.

Todavia, em camundongos selvagens que superexpressam SNAT2
(transportador de aminoacidos) somente no figado, apresentam
hipertrigliceridemia e VLDL aumentado, sem alteracdo na LDN hepéatica. A causa
€ a reducdo da hidrélise dos triglicerideos do sangue via downregulation da
lipase de lipoproteina do tecido adiposo (LPL). Sinais metabdlicos gerados no
hepatocito pela entrada de aminodcidos (via mTOR/S6K) produzem sinais
neuronais aferentes do figado transmitidos via nervo vago, e sinais eferentes via
nervos simpaticos mediam a comunicacdo figado-tecido adiposo e/ou
aminoacidos-lipidios [28]. Pela mesma via descrita acima, o aumento do estoque
de glicogénio hepatico também suprime a LPL resultando em hipertrigliceridemia
[29]. Como todos os grupos diabéticos apresentaram, provavelmente, essa
superexpressdo de SNAT2 e elevado estoque de glicogénio, essa poderia ser
parte da explicacdo da hipertrigliceridemia do T1IDM e do agravamento deste
quadro nos grupos tratados com as insulinas, ja que a insulina € um potente
inibidor da LPL. Além disso, direcionaria a diminuicdo da glicemia de jejum em

DIT para a glicogenogénese (sintese de glicogénio).
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A GLN, isolada e associada as insulinas, mostrou potente efeito sobre a
reducdo da trigliceridemia, um efeito que antagoniza a agéo insulinica. Estudos
independentes mostraram que a suplementagcdo com GLN via oral aumentou a
expressdo de SNAT2 em neurbnios de camundongos [30], e promoveu
resisténcia a insulina em tecido adiposo de ratos pela associacdo da N-acetil-
glicosamina-O-ligada ao IRS1 [4]. No nosso caso, maiores investigacdes sao

necessarias para esclarecer se o0 mecanismo é hepatico e/ou periférico.

Tabela 3. Peso do figado (g/100 g de peso corporal), nimero de hepatocito (13.581.450um?/grupo), area de hepatocito (1000
hepatécitos/grupo) e porcentagem (%) de glicogénio (150 imagens/grupo) de hepatécitos de ratos apés 30 dias de tratamento. Grupo
controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com Insulina Degludeca (DIT), diabético com Insulina Degludeca e
GLN (DITG), diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG
Peso do 3,25+0,06 5,4010,10 5,02+0,10 5,26+0,17 4,97+0,19 2,51+0,10 4,88+0,08
figado a a a a ab ad

N. de 1127,0£31,91 1140,0+29,10 1051,0+26,47  977,9+11,49 1111,0+29,84 1095,0+24,81  1057,0+22,11

hepatdcito ab c
Area de 220,5+2,25 256,3+13,41 346,1+2,17 324,3+1,28 293,7+2,37 265,9+1,72 258,9+1,81
hepatécito a ab ab abc a a
% de 4,28+0,06 15,93+1,42 16,11+1,28 25,17+1,07 16,97+0,80 17,75+0,54 16,42+0,75
glicogénio a a ab ac a a

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa. a)p<0,05 C vs todos
0s grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢)p<0,05 DIT vs DITG e d)DIR vs DIRG. Os dados foram avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey.

A evolucado do T1DM descompensado leva também a perda progressiva
da secrecdo e/ou acdo do glucagon, e alteracdo do limiar para a secrecao de
catecolaminas, principais horménios envolvidos na regulacao da glicogendlise e
gliconeogénese hepatica [31]. Dessa forma, o figado, como 6rgao alvo desses
horménios, se torna altamente comprometido e responsavel pela hiperglicemia
observada. Considerando as alteracfes ja descritas, o0 metabolismo hepatico da
glicose foi avaliado em hepatdcitos isolados (Tabela 4). Além disso, apesar de
somente a L-alanina produzir L-lactato de forma direta, outros precursores
podem alterar o balango redox celular, a razdo NAD*/NADH e a formacéo de L-
lactato e glicose [32]. Da mesma forma, os agentes glicogenoliticos podem ativar

a glicdlise e levar a formacdo de L-lactato. Dessa forma, a avaliacédo
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concomitante da producéo de L-lactato (Tabela 5) pode ser utilizada para avaliar
o estado redox celular e a direcao preferencial de uma determinada via
metabolica.
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Tabela 4. Produgdo (gliconeogénese) e liberagdo hepatica (glicogendlise) de glicose (umol glicose/ 10 céls.h), a partir de
hepatécitos isolados de ratos apds 30 dias de tratamento. Grupo controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético
com insulina Degludeca (DIT), diabético com insulina Degludeca e GLN (DITG), diabético com insulina regular (DIR) e diabético
com insulina regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG
Basal 0,114+0,001 0,064+0,002 0,138+0,008 0,283+0,029 0,252+0,018 0,147+0,003 0,166+0,008
a b ab ab b b
PRECURSOR GLICONEOGENESE
Glicerol 0,258+0,012 0,111+0,008 0,214+0,009 0,622+0,009 0,276+0,009 0,139+0,007 0,248+0,016
a b ab bc a bd
L-lactato 0,423+0,026 0,237+0,022 0,311+0,010 0,666+0,009 0,122+0,007 0,211+0,004 0,273+0,007
a ab ab abc a a
L-alanina 0,529+0,026 0,232+0,009 0,327+0,016 0,780+0,021 0,352+0,011 0,320+0,021 0,317+0,009
a ab ab abc ab ab
L-glutamina 0,336+0,010 0,085+0,003 0,208+0,012 0,543+0,005 0,287+0,047 0,220+0,006 0,227+0,014
a ab ab bc ab ab
Soma 1,546 0,665 1,132 2,611 1,037 0,890 1,065
AGENTE GLICOGENOLISE
Glucagon 0,083+0,006 0,038+0,001 0,158+0,004 0,248+0,008 0,161+0,006 0,186+0,005 0,189+0,005
a ab ab abc ab ab
Adrenalina 0,129+0,003 0,049+0,001 0,145+0,002 0,541+0,024 0,227+0,017 0,188+0,010 0,210+0,009
a b ab abc ab ab
Isoproterenol 0,080+0,006 0,049+0,004 0,135+0,002 0,278+0,007 0,224+0,008 0,126+0,002 0,185+0,003
a ab ab abc ab abd
Cortisol 0,124+0,002 0,059+0,002 0,134+0,004 0,227+0,009 0,220+0,015 0,251+0,008 0,207+0,005
a b ab ab ab abd
Soma 0,371 0,195 0,572 1,294 0,832 0,751 0,791

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa. a)p<0,05 C vs
todos os grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢)p<0,05 DIT vs DITG e d)DIR vs DIRG. Os dados foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey.
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Na auséncia (basal) e presenca dos precursores gliconeogénicos
utilizados, o T1DM mostrou reduzida producgéo de glicose (Tabela 4) e de L-
lactato (Tabela 5) em hepatdcitos isolados, o que corrobora com resultados
anteriores [18]. No entanto, como o glicogénio hepatico (Tabela 3) aumenta 73%
no T1DM, é possivel que essa reducdo represente que a glicose recém-
sintetizada esteja sendo dirigida para glicogenogénese indireta (via
gliconeogénese). Dessa forma, o acimulo hepético de glicogénio resultaria da
glicogenogénese induzida pela hiperglicemia (glicose circulante) e
gliconeogénese, e deterioracdo do sistema contrarregulador [21]. Ainda, a
diminuicdo da producdo de L-lactato (Tabela 5) pode indicar ambiente celular
mais oxidado. Mudangas no estado redox celular indicam aumento do estresse
oxidativo em individuos T1DM [33, 34], e esse hovo ambiente favorece vias do
catabolismo [35, 36] e a perda de massa corporal observada.

Os tratamentos mostraram producdo de glicose basal maior que D. No
entanto, ha uma maior presenca de glicose no liquido de incubagcdo dos
hepatécitos dos grupos DIT e DITG (Tabela 4). E possivel que isto esteja
associado ao maior acumulo de glicogénio (DIT 58% maior que D) a partir da
glicose extra e intracelular (Tabela 3). Além disso, a associacdo de Degludeca
com GLN (DITG) resultou numa producédo basal de glicose igualmente alta
comparada ao grupo DIT, mas glicogénio similar ao grupo D. Essa pode ser a
causa da auséncia de efeito da associacao sobre a glicemia de jejum no grupo
DITG, ou seja, o efeito da Degludeca observado na auséncia de GLN parece ser
predominante sobre a glicogenogénese direta e indireta, e esses efeitos foram
modulados pela GLN em DITG. Por sua vez, a reducéo do estoque de glicogénio
hepatico observado em DITG pode ter suprimido essa alca de feedback negativo
autondmica sobre a LPL e reduzido a trigliceridemia.

Apesar dos tratamentos com GLN (DG) e Degludeca (DIT) reverterem o
efeito de T1DM sobre a capacidade gliconeogénica a partir de L-lactato, o
aumento observado em DIT excedeu em 36% comparado a C e 64% comparado
a D. A adicdo de GLN em DITG aboliu esse efeito, reduzindo a gliconeogénese
em 50% comparado a D. Assim como para o L-lactato, a gliconeogénese a partir
do glicerol aumentou em DIT (58% maior que C e 82% maior que D) e a adicédo
de GLN e GLN isolada, restabeleceu o valor de C (Tabela 4).
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A producado de glicose a partir de L-alanina e L-glutamina se mostrou
aumentada em todos os grupos tratados comparados ao D. Esse aumento
também foi maior no DIT para ambos aminoacidos (L-alanina: 13% maior que C
e 70% maior que D; L-glutamina: 38% maior que C e 84% maior que D), com
diminuicdo dessa producédo pela associacdo com GLN (DITG). O modelo de
T1DM induzido por estreptozotocina em ratos superexpressa SNAT2
(transportador de L-alanina), mas ndo SNAT3 (transportador de L-glutamina), no
figado [24], e mesmo assim a producao de glicose pelos hepatdcitos foi maior
com L-glutamina que com L-alanina. Os tratamentos ndo alteraram a producao
de L-lactato a partir da L-alanina, mas aumentaram a partir da L-glutamina
(Tabela 5). Isto indica que a maior parte do esqueleto carbonico da L-alanina foi
convertido em glicose e que a L-glutamina, por ser metabolizada na mitocondria,
pode estar transferindo unidades de carbono e equivalentes redutores para o
citosol, favorecendo vias como a gliconeogénese. A producdo aumentada de L-
lactato a partir de todos os precursores gliconeogénicos em relagéo a D (Soma,
Tabela 5), pode indicar um ambiente celular mais reduzido, o que indica
favorecimento de vias anabdlicas, como a gliconeogénese (Tabela 4).

Dessa forma, para todos os precursores gliconeogénicos testados, fica
evidente que a Degludeca é o tratamento que mais intensifica a capacidade
gliconeogénica hepatica (Soma, Tabela 4), a valores acima de C. Ainda, a
Degludeca (DIT) diminui e a Regular aumenta 50% a producéo de L-lactato basal
em relacdo a C e D. Isso também poderia explicar o grande aumento na
producédo de glicose no DIT e menor no DIR (Tabela 4 e 5). Este pode ser um
dos fatores responsaveis pelo maior acumulo de glicogénio pela via indireta
(Tabela 3) em DIT. Além disso/Todavia, a GLN associada a Degludeca diminui
esse acumulo, em parte pelo efeito sobre a reducdo da gliconeogénese. A
associacao das insulinas com GLN altera a producao de L-lactato (Soma, Tabela
5) e isso se reflete na producdo de glicose, em relacdo as insulinas isoladas.
Neste caso € possivel que a associagdo com GLN tenha alterado o potencial
redox (mais reduzido em DITG e mais oxidado em DIRG) e tenha interferido
diretamente na gliconeogénese.

Na presenca dos agentes glicogenoliticos (Tabela 5), a GLN e a Insulina
Regular isolada promoveram aumento de L-lactato, no entanto, a Insulina

Degludeca isolada promoveu diminuicdo dessa produgédo (Soma, tabela 5) em
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relacdo a D. Isto pode representar um efeito mais potente de GLN e Insulina
Regular sobre a glicdlise. A associacédo de GLN promoveu aumento da producdo
de L-lactato no DITG e reducdo em DIRG comparado as insulinas isoladas. No
caso da associacdo com a Regular, a GLN parece ter alterado somente o
potencial redox e ndo a glicogendlise pois ndo altera a glicose no liquido de

incubacédo (Tabela 4).
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Tabela 5. Producéo hepética de L-lactato (umol L-lactato/ 10° céls.h) a partir de hepatocitos isolados de ratos apés 30 dias de
tratamento. Grupo controle (C), diabético (D), diabético com GLN (DG), diabético com Insulina Degludeca (DIT), diabético com
Insulina Degludeca e GLN (DITG), diabético com Insulina Regular (DIR) e diabético com Insulina Regular e GLN (DIRG).

C D DG DIT DITG DIR DIRG
Basal 0,039+0,002 0,042+0,003 0,038+0,001 0,024+0,001 0,043+0,001 0,072+0,005 0,028+0,002
ab c ab d
PRECURSOR PRECURSORES GLICONEOGENICOS
Glicerol 0,084+0,002 0,045+0,002 0,055+0,001 0,055+0,003 0,060+0,001 0,066+0,001 0,038+0,001
a ab ab abc ab ad
L-alanina
0,104+0,002 0,043+0,001 0,053+0,002 0,044+0,002 0,045+0,001 0,053+0,005 0,069+0,003
a a a a a abd
L-glutamina  0,074+0,003 0,030+0,001 0,054+0,001 0,040+0,001 0,057+0,001 0,051+0,001 0,040+0,002
a ab ab abc ab abd
Soma 0,262 0,118 0,162 0,139 0,162 0,170 0,147
AGENTE AGENTES GLICOGENOLITICOS
Glucagon 0,034+0,001 0,024+0,001 0,033+0,001 0,020+0,001 0,042+0,004 0,053+0,002 0,026+0,001
a b a bc ab d
Adrenalina 0,031+0,001 0,039+0,004 0,044+0,002 0,026+0,001 0,043+0,002 0,045+0,001 0,033+0,003
C a
Isoproterenol 0,031+0,002 0,036+0,002 0,044+0,001 0,023+0,001 0,031+0,002 0,045+0,001 0,033+0,001
ab b ab d
Cortisol 0,041+0,001 0,025+0,001 0,037+0,001 0,036+0,001 0,035+0,004 0,061+0,003 0,063+0,005
a ab ab
Soma 0,137 0,124 0,158 0,105 0,151 0,204 0,155

Resultados expressos como médiatEP (n=5). Letra diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa. a)p<0,05 C vs
todos os grupos; b)p<0,05 D vs todos os tratamentos; ¢)p<0,05 DIT vs DITG e d)DIR vs DIRG. Os dados foram avaliados pela
andlise de variancia (ANOVA) com pés-teste de Tukey.

Como o0 acumulo de glicogénio (Tabela 3) também pode indicar

resisténcia a degradacdo imposta pelos tratamentos, particularmente

Degludeca, a glicogendlise foi avaliada (Tabela 4) na presenca de agentes

glicogenoliticos classicos. A soma dos valores glicogenoliticos (Soma, tabela 4)
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nos indica que, assim como para a gliconeogénese, a capacidade glicogenolitica
do T1DM mostrou-se reduzida. O tratamento com as insulinas aumenta a
resposta glicogenolitica, a valores muito maiores que C. Efeito compartilhado
pela GLN isolada, indicando um efeito da GLN per se. A reduc¢éo na liberacéo de
glicose do T1DM, mesmo com estoque de glicogénio aumentado, pode indicar
dessensibilizacdo a acdo destes agentes e/ou deterioracdo na acdo dos
mesmos. A resposta obtida com os tratamentos com as insulinas e com GLN
indicam uma melhora nesse aspecto.

A resposta B-adrenérgica é representada pela liberacéo de glicose a partir
do isoproterenol (agonista B-adrenérgica). Ja a diferenca entre a glicose liberada
pela adrenalina (agonista a e B-adrenérgico) e pelo isoproterenol representam a
ativacao a-adrenérgica (Tabela 4). A resposta 3-adrenérgica correspondeu no C
a 62%, D a 100%, DG a 93%, DIT a 52%, DITG a 99%, DIR a 67% e DIRG a
88%. De forma complementar, a resposta a-adrenérgica correspondeu no C a
38%, D a 0%, DG a 7%, DIT a 48%, DITG a 1%, DIR a 33% e DIRG a 12%. A
resposta predominante do grupo C é B-adrenérgica, enquanto no T1DM a
resposta a-adrenérgica desaparece, um efeito que pode resultar de neuropatia
resultante da hiperglicemia descompensada, ja que os receptores a sao
encontrados predominantemente nas sinapses simpaticas do figado [37]. Apesar
das insulinas recuperarem os valores a e -adrenérgicos para valores proximos
do C, a Insulina Degludeca € a que mais se aproxima. Por outro lado, a GLN,
isolada e associada as duas insulinas, se aproxima dos valores B-adrenérgicos
do grupo D, ndo promovendo a melhora esperada para o tratamento com relacéo
a esse aspecto.

A razao pela qual as insulinas aumentam a resposta a-adrenérgica nao
pode ser justificada pelos resultados, mas podem estar aumentando a resposta
hepatica a inervagcédo simpatica (predominantemente a-adrenérgica), seja por
acdo hepética direta ou indireta através dos ndcleos hipotalamicos de controle
do Sistema Nervoso Simpatico. Os resultados apontam para maior eficiéncia da
Insulina Degludeca isolada e menor eficiéncia para a GLN isolada e associada
as insulinas. Como o T1DM descompensado altera o limiar de sensibilidade
simpatica e a resposta adrenérgica, o efeito das insulinas, particularmente da

Degludeca, é positivo.
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CONCLUSAO

A Insulina Degludeca reduz a glicemia de jejum, e este efeito sobre a
sensibilidade adrenérgica associado aos outros efeitos ja descritos
anteriormente, indicam que esta promove maior controle metabdlico. Os
beneficios no uso de L-glutamina em individuos metabolicamente
comprometidos se mostrou controverso. A suplementacgéo por 30 dias com esse
aminoéacido, demonstra grande capacidade de modular o metabolismo per se e
as acOes insulinicas. A Insulina Degludeca foi a que melhor interagiu com L-
glutamina e a responsavel pelos resultados mais expressivos. A modulacédo do
metabolismo energético exercido pela L-glutamina modifica os aspectos
avaliados demonstrando que ndo é um composto inécuo e que seus efeitos
associados a insulinoterapia depende também do tipo de insulina que esta sendo

utilizada.
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CONSIDERACOES FINAIS

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Diabetes (DM) causa
em torno de 5% de todas as mortes globais por ano. As prioridades da
organizacdo para 2019 incluem o controle de doencas cronicas néo
transmissiveis, como DM, que atinge 13 milhdes de pessoas sO6 no Brasil.
Estima-se que hoje, do total de pessoas diabéticas, 600.000 sejam portadoras
do diabetes tipo 1 (T1DM). O aumento crescente no numero de portadores gerou
a necessidade do desenvolvimento de novos tratamentos e terapias de
insulinizacdo que amenizassem o0s danos da doenca. Visto que o figado é o
grande regulador da homeostase glicémica, seu papel no desenvolvimento da
doenca é relevante. A partir disso, neste trabalho, além de paradmetros
fisioloégicos e séricos, foram avaliados a histologia, metabolismo de glicose
(gliconeogénese e glicogenogénese) e estresse oxidativo no tecido hepatico, em
ratos diabéticos tipo 1, induzido por estreptozotocina.

O uso de insulina é imprescindivel no tratamento do T1DM e deve ser
instituido assim que o diagndstico for realizado. Embora a insulinizagcdo mista
possa atender as diferentes demandas de insulina ao longo do dia, o alto custo
e complexidade dessa forma de tratamento a torna inviavel para grande parte
dos portadores. Dessa forma, o modelo experimental de T1DM utilizado foi
associado a reposicao hormonal com dois tipos de insulina, com cinética e
duracdo diferentes, a fim de estabelecer as diferencas no tratamento e
desenvolvimento da doenca na presenca de cada uma delas. Devido a utilizacao
das insulinas terem sido feitas de modo separado e ndo misto, o que reduz sua
cobertura, foi associado o suplemento ndo-hormonal L-glutamina, aminoacido
com acao conhecida sobre situacfes de estresse metabdlico, como coadjuvante
no tratamento da doenca.

Os resultados obtidos desta tese, além de mostrar novas formas de estudo
do diabetes, possibilitaram avaliar o real beneficio da inser¢cdo de
suplementacdes no tratamento da doenca. Nossos resultados mostraram que a
normoglicemia € um processo ndo-imediativo, de progressao lenta e apenas 0s
grupos tratados com a Insulina Basal Degludeca (DIT) foram capazes de diminuir
a glicemia em relacdo ao grupo diabético. Todavia, para que a glicemia fosse
diminuida, todo metabolismo hepéatico de glicose e lipidios foi modificado. Além

disso, a utilizacdo de GLN, associada ou nao as insulinas, interfere de maneira



76

expressiva com os resultados encontrados nos grupos isolados (DIT e DIR).
Ambas as insulinas diminuiram o estresse oxidativo hepatico, assim como GLN
isolada. As insulinas também aumentaram a capacidade e a intensidade da
resposta glicogenolitica, a valores muito maiores que do grupo C. Os resultados
referentes a producdo hepatica de L-lactato demonstram que a associacdo de
GLN as insulinas parecem alterar o potencial redox, mas n&o interfere com a
gliconeogénese.

Um aspecto interessante dos resultados foi a ativacdo da sintese de
glicogénio (glicogenogénese) no grupo tratado com Degludeca, que parece estar
relacionado com o aumento de triglicerideos e a diminuicdo da glicemia e da
gliconeogénese, via sintese indireta de glicogénio. Esse efeito de Degludeca em
aumentar a glicogenogénese pode piorar o quadro de glicogenose secundaria e
poderia justificar o fato deste ter sido o Unico tratamento que reduziu o nimero
de hepatdécitos. A presenca de GLN (DITG) alterou essa dinamica, abolindo o
efeito de Degludeca sobre a glicemia e aumentando a gliconeogénese em
relacdo ao grupo DIT. Além disso, a associacdo parece melhorar esse quadro
pois normaliza nUmero de hepatocitos, reduz o conteudo de glicogénio e reduz
triglicerideos plasmaticos. O mesmo efeito sobre a glicemia e gliconeogénese foi
observado nos grupos tratados com Insulina Regular (DIR e DIRG) e GLN (DG).

Dessa forma, embora a Insulina Degludeca tenha promovido diminuicdo da
glicemia, os mecanismos que permitiram essa diminuicdo necessitam de
maiores investigagdes, assim como a utilizacado de GLN, que apresenta efeitos

tanto isolada como associada a ambas insulinas.
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ANEXO I: Normas da revista “Journal of Diabetes and Its Complications”

' JOURNAL OF DIABETES AND ITS
t:xk COMPLICATIONS

DESCRIPTION

Journal of Diabetes and Its Complications (JDC) is a journal for health care
practitioners and researchers that publishes original research about the
pathogenesis, diagnosis and management of diabetes mellitus and its
complications. JDC also publishes articles on physiological and molecular

aspects of glucose homeostasis.

The primary purpose of JDC is to act as a source of information usable by
diabetes practitioners and researchers to increase their knowledge about
mechanisms of diabetes and complications development, and promote better

management of people with diabetes who are at risk for those complications.

Manuscripts submitted to JDC can report any aspect of basic, translational or
clinical research as well as epidemiology. Topics can range broadly from early
prediabetes to late-stage complicated diabetes. Topics relevant to
basic/translational reports include pancreatic islet dysfunction and insulin
resistance, altered adipose tissue function in diabetes, altered neuronal control
of glucose homeostasis and mechanisms of drug action. Topics relevant to
diabetic complications include diabetic retinopathy, neuropathy and nephropathy;
peripheral vascular disease and coronary heart disease; gastrointestinal

disorders, renal failure and impotence; and hypertension and hyperlipidemia.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of
entering your article details and uploading your files. The system converts your
article files to a single PDF file used in the peer-review process. Editable files

(e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for final publication. All



78
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for

revision, is sent by e-mail.

Submit your article

Please submit your article via https://www.evise.com/profile/#/JDC/login.

Article types

N.B. For reasons of available space, manuscripts that exceed the required word
limits (below) will be declined automatically. All articles other than Editorials and

Letters to the Editor are subject to full peer review.

1. Editorials are either written or commissioned by the Editors and should not
exceed 1000 words (not including a maximum of 20 references; one small figure

can be included).

2. Commentaries (1000 words not including a maximum of 20 references and
one small figure) offer a stimulating, journalistic and accessible insight into issues
of common interest. They are usually commissioned by the Editors but unsolicited
articles will be considered. Debates comprise two commentaries of opposing or
contrasting opinion written by two different groups of authors. Controversial
opinions are welcomed as long as they are set in the context of the generally

accepted view.

3. Original Research Articles should be a maximum of 5000 words. The word
limit includes a combined total of five figures or tables with legends, but does not
include up to 50 references and an abstract of up to 200 words structured
according to Aims, Methods, Results, Conclusions and Keywords. Divide the
manuscript into the following sections: Title Page; Structured Abstract;
Introduction; Subjects, Materials and Methods; Results; Discussion;

Acknowledgements; References; figures and tables with legends.

4. Brief Reports should not exceed 1000 words, including a summary of no more
than 50 words (but not including up to 20 references) and may be a preliminary
report of work completed, a final report or an observation not requiring a lengthy

write-up.
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5. Review articles should be a maximum of 5000 words, including a summary of
no more than 200 words (not including up to 75 references) with subheadings in
the text to highlight the content of different sections. The world limit includes a
combined total of five figures or tables with legends. Reviews are generally

commissioned by the Editors but unsolicited articles will be considered.

6. Letters to the Editor should be no more than 400 words.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential
referees. For more details, visit our Support site. Note that the editor retains the

sole right to decide whether or not the suggested reviewers are used.

Para mais informacdes acesse: AUTHOR INFORMATION PACK 2 Aug 2019

www.elsevier.com/locate/jdiacomp
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ANEXO II: Normas da Revista Diabetes & Metabolism

4 DIABETES & METABOLISM

[ A __'.";L. Official publication of the French Society for the study of Diabetes (SFD)

DESCRIPTION

A high quality scientific journal with an international readership Official publication
of the SFD, Diabetes & Metabolism, publishes high-quality papers by leading
teams, forming a close link between hospital and research units. Diabetes &
Metabolism is published in English language and is indexed in all major

databases with its impact factor constantly progressing.

Diabetes & Metabolism contains original articles, short reports and
comprehensive reviews. The latter are updates written by internationally
recognized specialists carefully edited in order to help clinicians and researchers

keep informed about the latest developments in the field of diabetes.

Types of article

Contributions may be submitted in the form of: Original articles should not exceed
4 000 words, can include up to 6 tables and/or figures and a maximum of 40
references Review papers should not exceed 7 500 words, can include up to 8
tables and/or figures and up to 60 references Letters to the editor should not
exceed 1 000 words, and up to 10 references Brief reports should not exceed 1
750 words plus one table or figure, and 15 references Commentaries should not
exceed 1750 words plus one table or figure and up to 15 references Editorials,
are usually solicited by the editors, should not exceed 1 500 words plus one table,

and 15 references
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PREPARATIONS

Article structure
The manuscript should be divided into sections: Introduction, Methods, Results,

Discussion.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding

a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should

be described.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.
A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive

citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions
section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results

and Discussion section.

Para mais informacdes acesse: AUTHOR INFORMATION PACK 19 Aug 2015

www.elsevier.com/locate/diabet
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—"/:(; UEM Comissio de Ltica no Uso de Animais "
L

s e Universidade Estadual de Maringd

CERTIFICADO

Cerificemos qua o Projeto Intfulada “AVALIAGAD DOS EFEITOS DA SUPLEMENTACAD ORAL COM L-GLUTAMINA SOBRE O
METABOLISMO SISTEMICO E HEPATICO DE RATOS WISTAR DIABETICOS TIPO 1 SUBMETIDOS A INSULIND TERAPIAS,
profacolacks sob o GEUA 0" BHEA0Z 1115, sob a responsshildede de Wima aparecida Ferreirs De Godol @ equipe, Camila Balagin
Elrele Rosa Dos 38nM0s S0va, Jullang Mwnes De Lima Marfing; Jurandh Femanoa Comar drclE Febricio; Shvia Cane Sanfana
Ferreira Apeveda Vaidns Schoffen FRomdo Camascozs - que envalve a produgho, manubencio efou ulilizacdo da animais
pertancantes 80 o Chordats, subliks Verebrata (eacalo o hamam), para fins de pesquiss clentifica (ou ensino) - encontre-ss de
acorde com o preceitos da Lel 11.794, de B da oulubrg de 2008, com o Decralo 6.809, de 15 de Juho de 2009, com as nomas
aditacdas pelo Cansells Macanal de Conlrole da Experimantacio Animal (COMCEA], & foi aprovado pels Comissfio de Elica no Usa
de Animais da Universidade Estadual de Mannga (CEUSAUEM] em reunido de 0411 202015,

We cerity thal the proposal "EVALUATION OF THE EFFECTS OF ORAL SUPPLEMENTATION WITH L-GLUTAMINE ON
THE SYSTEMIC AND HEPATIC METARDLISM IN TYPE 1 DIABETIC WISTAR RATS SUBMITTED TO INSULIN THERAFY ",
ulilizing 264 Hatarcgenica rals (284 makes), protocod numbar CELA 9584021915, undar tha responaibilily of Viima Aparecida
Ferrelra De Godol snd feam; Camis Eafaginl Enzete Roza Dos 380M05 50vE, Julena Nunes De Lima Marmns Juranar
Femande Coman Matcla Fabric; Shds Cara Sanians Femevrs Aleveda; VaMdra Scholen RomBa Camascols - which
Inwolvies tha production, mentenance sndicr uss of animals balonging ta tha phylum Chomata, subphylum Verabrata (@acap
human baings), for scanific reesarch purposas (or teaching) - ©s In accordance with Law 11,784, of Octabar 8 3008, Decres
GRS, of Juky 16, 2008, with the rulns issued by the Mational Council for Canral of Animal Exparimantation (COMCEA), and
was Bpproved by the Ethio Commtien on Animal Use of the State Untearsity of Maringa (CEUAILIEM] in the meating af
1204215

Wigineia da Prapasta: de Q32006 a 072019 Laharataria: Disibiafisica
Procedincia; Blobério Cantral da Uiniversidade Estadual da Marnga

Espeicia: Ralo hetarcginico Ginem: Madhos dade: 50 diss N 264
Linhagam:  wistar Peso: 180 g

Resumo! & ausdncla de inswing no Digheles Maliiua Tipe 1 (DM1) impeds que 8 razéo insulna'gucagon aumante, 1azando com que o
figada pemanraga Qliconpopink. Associado 8 ko, ha a incapacklade dos lecidos insulino-gepandentes de caplar Qlicoss,
pramasando NDEFQ|WI1"I|-E o o despryvoliments de complcagtes ondnicas, came & sintese @ acomulo conlinug @ scacerbasdo do
gheogdnin (ghcoganase securddna) rnas células bepaticas. O smincdokla L-glutamina (GLN) term a capacklade de promever redugio
do esiresse oxidalivo & das complicacies crncas aesociadas 50 diabetes, no anlanto, sua canceniracio plaemalica enconira-se
recicila rasles paceiies. Redsdullados oitddes em nosso hbsradio com rmales DM nda atadas cam insulina demonsifaram que a
GLN pode promover redugio da gicapeogénese & glisagensse bepdtica no jejum, melhorande um posshvel guadre de injoia hepalica

Lavardo am considoragia que o pracesso de insulinizacio inadeguedo, que acamparha mauitos pacientas DM metahalicamenta
descampansadas, pade axacehar o quadra de gloopanase hapatica no estado almentads, a avaliagic do polencial ferapdution da
suplemantagio com L-gutamina nesies indviduss sa foma relavanta, Desta forma, o objeliva deste frabalba @ avaliar o eéeito da
suplemantsgdo oral com GLM eobre 8 morofisiolgla hapatica, estresse oxidativa @ matabalismo geral, do retos Wistar D1

almentados, submatides ou N&o & Insulino ferapla, Retws Wistar machos (80d @ 180g) DM {S8TZ 60 mg¥g) serdo dividdos am
grupas: pedronizacio da dosa da insuling degluteca, submatidos & gevagem diara com saling ou GLM 400 mgkg, submatidcs a
Insuling berapia com Insuling Regular Humana (1 WKg, tratado e melabolicaments descomgensasa) ou Inawing degluteca - Tresiba®
(01 - 0.5 Ul"tﬂ ralado @ metabolicamanie compenaado) com ol sam GLW, par 30 diss, Serdo mealizadas andlises semanais (pesd
cofporal, ingeslas alimantar, gicamia), @ apda o perodse de 30 dias o8 animala lerdo a glicogendlise & glconecgéness avaliada am
hepasicitas galades; & hislclogia hepatica avalada alrawas des bbonicas de pemsioxlina-sosing (morfolegia geral), Sudan N1
(higtacuimica, inclusdes lipidicas) @ PAS. (histoguimica, gicogénio hepatica), svalisgio da concentracio sanguines de Trubosamina,
colesterol, trigiceridens, AST, ALT, proleinas (olais; e do estresse axidalivo (prateina carbonilada, ROS, glutationa e enzimas anii-
axidantes). O resukados setdio spresanlsdos como madia & desvio padedo, comparadaes pala ANOWA one Wiy Ol lesie |, @ prefiande-
se o nivel de significincia em 95%,

Maring, 12 de janaiis de 2018

Colombo, 5790, UEM-PPG. CEP- §7
8 Foir

Horaro de atendimento. 2° a 6° feira, 71
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ANEXO IV: Bula Insulina Degludeca (Tresiba®, Novo Nordisk®)

(@]

novo nordisk”

Tresiba™ FlexTouch Tresiba™ Penfill® Insulina degludeca

IDENTIFICACAO DO MEDICAMENTO
Tresiba™ FlexTouch 100 U/mL  Tresiba™ Penfill® 100 U/mL  insulina degludeca

APRESENTACOES

Tresiba™ FlexTouch 100 U/mL - embalagem com 1, 2, 3 ou 5 sistemas de aplicacdo
preenchidos com 3 mL de solucao injetavel de insulina degludeca.

Tresiba™ Penfilll 100 U/mL - embalagem com 1, 5 ou 10 carpules com 3 mL de solucéo

injetavel de insulina degludeca.

VIA SUBCUTANEA USO ADULTO

COMPOSICAO

Tresiba™ FlexTouch 100 U/mL e Tresiba™ Penfilll] 100 U/mL

1 mL de solucéo contém:

Insulina degludeca .........cccceeeeiiiiiiininns 100 U (equivalente a 3,66 mg de insulina degludeca).
Cada sistema de aplicacao preenchido ou capsula contém 3 mL equivalente a 300 unidades. O
sistema de aplicacdo preenchido pode fornecer uma dose maxima de 80 unidades em uma

Unica injecdo com incrementos de dose de 1 unidade.

Excipientes: glicerol, metacresol, fenol, acetato de zinco, acido cloridrico, hidroxido de sodio e
agua para injetaveis.
A insulina degludeca é produzida por tecnologia do DNA recombinante em Saccharomyces

cerevisiae.

Para mais detalhes:
http://www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/frmVisualizarBula.asp?pNuTransacao=826747201
4&pldAnexo0=2228173
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ANEXO V: Bula Insulina Regular (Humulin® R, Eli Lilly®)

CDSO05FEV15

HUMULIN*R
% insulina humana
(dertvada de ADN* recombinante)

D.CB. 04918

APRESENTACOES

Preparacdo aquosa contendo 100 unidades (U-100) de insulina humana (ADN*
recombinante) por mL. Esta disponivel em embalagens contendo 2 refis de vidro
tipo | com 3 mL de solugéo, para uso em canetas compativeis para administracao

de insulina.
PREFERENCIALMENTE PARA ADMINISTRACAO SUBCUTANEA
USO ADULTO E PEDIATRICO ACIMA DE 3 ANOS

COMPOSICAO

Cada mL contém:

insulina humana derivada de ADN* recombinante.........cccccccccvvvnnnnnes 100
unidades Excipientes: metacresol, glicerol, gua para injecao g.s.p.

Hidréxido de sédio e/ou acido cloridrico podem ter sido adicionados para ajuste
de pH.

*ADN = Acido Desoxirribonucleico

INDICACOES
HUMULIN R é indicado para o tratamento de pacientes com diabetes mellitus

gue necessitam de insulina para a manutencéo da homeostase de glicose.

Para mais detalhes:
http://www.anvisa.gov.br/datavisa/fila_bula/frmVisualizarBula.asp?pNuTransaca
0=7523742017&pldAnex0=6206483



