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Resumo

O diabetes reduz a secrecdo de catecolaminas em resposta a variacdes
glicémicas, acentuando o quadro de descontrole metabdlico dos individuos doentes.
Diversos estudos tém demonstrado que a hiperglicemia é a principal causa dos
problemas decorrentes da instalacdo do diabetes. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi analisar o efeito do diabetes sobre o processo de sintese e secrecao de
catecolaminas e se o tratamento com insulina reverte as modificacbes causadas
pela doenca. Métodos e Resultados: Foram usados ratos Wistar, machos, com 60
dias. O diabetes foi induzido pela injecdo intravenosa de estreptozotocina na
proporcdo de 50 mg/Kg de animal. O grupo controle recebeu injecdo de solucao
tampédo. Para determinar o protocolo de tratamento com insulina, estudamos o
padrdo de ingestdo alimentar e de variagGes glicémicas durante um dia, medindo
estes dois parametros de hora em hora, durante 24h consecutivas. Foi estabelecido
o tratamento com insulina NPH humana na dose de 5U diarias, 1 Uas 13 he 4 U as
19h. Apos 15 dias da inducéo, os animais foram sacrificados e as glandulas adrenais
foram retiradas. Com a intencdo de caracterizar o efeito do diabetes sobre alguns
pardmetros bioquimicos correntemente utilizados como marcadores da doenca,
foram medidos os niveis de frutosamina, triglicerideos e colesterol e suas fracdes.
Foi quantificado o conteudo total de catecolaminas e a secrecdo basal e a
estimulada por altas concentracdes de potassio, carbamilcolina e cafeina. As
catecolaminas foram dosadas por método fluorimétrico. A expressédo de tirosina
hidroxilase (TH), enzima reguladora da via de sintese de catecolaminas, foi avaliada
por Western Blot. A glicemia foi de 82,82 + 1,24 mg/dl, 405,74 = 23,35 mg/dl e
103,72 £ 6,79 mg/dl nos animais controle, diabéticos e diabéticos tratados com
insulina (DTI). A variacdo na massa corporal durante o periodo experimental foi
negativa nos ratos diabéticos, ou seja, eles emagreceram 6,1 + 3,84 g, enquanto que
0s animais controles e os diabéticos tratados, aumentaram seus pesos, em média,
36,34 + 1,8 g e 43,32 + 3,79 g, respectivamente. O diabetes modificou os niveis de
colesterol total, LDL e VLDL, modificacdes que foram corrigidas pelo tratamento com
insulina. Ndo houve diferenca, entre controles e diabéticos, nos niveis de
triglicérides, frutosamina e LDH. O tratamento com insulina reduziu
significativamente os niveis de frutosamina. O conteudo total de catecolaminas foi
21,14% menor nos diabéticos sem tratamento, quando comparado aos controles
(p<0,05). O tratamento com insulina recuperou os estoques de catecolaminas dos
ratos diabéticos. A expressao de TH foi similar em todos os grupos experimentais. A
secrecio basal e a estimulada por altas concentracbes de K* e por carbamilcolina foi
reduzida pelo diabetes em 24,3%, 42,28% e 28,9%, respectivamente. Este efeito
nao foi corrigido pelo tratamento com insulina. A secregdo estimulada pela
mobilizacdo de Ca?* de pools intracelulares sensiveis a cafeina ndo é afetada pelo
diabetes. Os nossos resultados nos permitem concluir que o diabetes afeta a
secrecdo basal de catecolaminas e a estimulada via membrana plasméatica e que
isto ndo é determinado pela reducdo dos estoques de catecolaminas, nem é
revertido pelo tratamento com insulina exdgena.

Palavras-chave: Diabetes, sintese e secre¢cdo de catecolaminas, tirosina
hidroxilase, insulina, ratos



Abstract:

The diabetes reduces the catecholamine secretion with hypoglycemic
episodes, to turning worse the metabolic disorder of diabetic people. Several
studies have shown that hyperglycemia has pivotal role in diabetic complication
development. This work studied the effect of diabetes on catecholamine synthesis
and secretion and the effects of insulin treatment. Methods and results: 60 days old,
male Wistar rats were used. The diabetes was induced by a single intravenous
injection of streptozotocin (50mg/Kg body weight). The control group received buffer
injection. To establish the protocol of insulin treatment the food consumption and
the blood glucose levels were measured during 24h from hour to hour. The insulin-
treated diabetic rats received human NPH insulin at 1pm (1U) and 7pm (4U). After
15 days of the streptozotocin injection, the rats were sacrificed and the adrenal
glands withdrew. To evaluate the effect of diabetes and the insulin treatment,
fructosamine, triglycerides, total cholesterol, HDL, LDL and VLDL were measured.
The total catecholamine content of adrenal gland and the basal and stimulated
catecholamine secretion was quantified. The experiments of stimulated
catecholamine secretion were performed with high potassium, carbachol and
caffeine. The catecholamines measurement was done by fluorimetric method. The
expression of tyrosine hydroxylase (TH), the rate-limiting enzyme of catecholamine
synthesis, was analyzed by western blotting. The glicemia was 82.82 + 1.24 mg/dl,
405.74 + 23.35 mg/dl and 103.72 = 6.79 mg/dl in control, diabetic and insulin-treated
diabetic groups, respectively. The body mass of diabetic rats was reduced in 6.1 +
3.84g and increased on control and insulin-treated diabetic rats, in 36.34 + 1.8g and
43.32 £ 3.79¢, respectively. The diabetes changed total cholesterol, LDL and VLDL
plasma levels, alteration reversed by insulin treatment. The triglycerides,
fructosamine and LDH levels were not affected by diabetes. The insulin-treated rats
showed significant reduction of fructosamine levels. The diabetic rats presented a
significant reduction, 21.14% on the catecholamine content when compared to the
control group, p<0.05. The insulin treatment recovered the catecholamine stores.
The TH expression was similar in all three experimental groups. The diabetes
reduced the basal and stimulated catecholamine secretion by 24.3%, 42.28% (high
K") e 28.9% (carbachol).The catecholamine secretion stimulated by mobilization of
intracellular Ca®* pools was not affected by diabetes or insulin treatment. Our results
show that diabetes reduces the catecholamine secretion, and this is not
consequence of reduction on cell catecholamine stores and it is not reversed by
insulin therapy.

Keywords: Diabetes, catecholamine synthesis and secretion, tyrosine hydroxylase,
insulin, rats.
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1 Introducéo

1.1 Diabetes mellitus — caracterizacao e classificacao

O diabetes mellitus € uma doenca que tem se tornado um seério e crescente
problema de saude publica. Estima-se que no Brasil haja mais de 8 milhdes de
pacientes diabéticos. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, projeta-se
um aumento significativo no numero de individuos com diabetes mellitus até o ano
de 2030, em torno de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo (GOMES, 2006;
PAULINO et al., 2006).

Esta enfermidade diminui a qualidade de vida dos pacientes em decorréncia
das suas complicac6es micro (retinopatias, nefropatias) e macrovasculares (doencas
coronarias, doencas vasculares periféricas), entre outros, sendo que o diabetes esta
entre as dez maiores causas de mortalidade no pais, de acordo com o Sistema
Unico de Satde (CRYER, DAVIS e SHAMOON, 2003; GOMES, 2006; CHAN, et al.,
2005; PAULINO et al., 2006).

Esta sindrome se caracteriza por falhas na sintese e/ou secrec¢éo de insulina
e/ou diminuicdo da sensibilidade dos tecidos a ela, tendo como resultado uma
hiperglicemia tanto em periodos pés-prandial e/ou de jejum que, em sua forma mais

grave, € acompanhada de cetose e protedlise (TURNER e NEIL, 1992).
Atualmente o diabetes mellitus classifica-se em:

I. Diabetes mellitus tipo 1

No diabetes tipo 1, observado principalmente na populacédo jovem, a sintese
de insulina é drasticamente reduzida ou inexistente, em consequéncia da destrui¢cao
das células B do pancreas. Para controlar os niveis glicémicos, utiliza-se insulina
exdgena (TURNER E NEIL, 1992; DIB, 2006).

A destruicdo das células B do pancreas ocorre por um processo auto-imune
(tipo A) ou por causa desconhecida (forma idiopatica ou tipo B). Na forma auto-
imune que é a mais comum, ocorre um processo de insulite e a presenca de auto-
anticorpos (antidescarboxilase do acido glutamico, anti-células  do pancreas e anti-
insulina), enquanto a forma idiopatica caracteriza-se pela auséncia de insulite e de
auto-anticorpos. O fato de haver auséncia absoluta de insulina no diabetes tipo 1,

resulta em manifestacbes clinicas evidentes, possibilitando rapido diagndstico
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guando comparada com o diabetes tipo 2 (GROSS et al., 2002; American Diabetes
Association, 2007).

Esta doenca também tem uma forte associacdo com HLA (antigeno
leucocitario humano), com linkage nos genes DQA e DQB e é influenciado pelos
genes DRB (GROSS et al., 2002; American Diabetes Association, 2007).

Apesar da contribuicdo dos fatores genéticos, a transmissao direta do
diabetes de pais para filhos € surpreendentemente baixa. Se um dos pais tem
diabetes tipo 1, o risco da prole desenvolver a doenca é da ordem de 2 a 5%. Se
uma crianca tem diabetes tipo 1, o risco médio para um outro irméo € de 5 a 10%. O
risco serd muito maior, porém, se o segundo irmao possuir HLA idéntico ao primeiro
(WYNGAARDEN e SMITH, 1990).

II. Diabetes mellitus tipo 2

Ocorre em maior propor¢édo em individuos na faixa etaria de 30 a 69 anos. E
uma doenca multifatorial, sendo resultado de uma combinacédo de fatores ambientais
e de genes (“diabetogenes”). Sabe-se que ndo ha associacdo com HLA
(WYNGAARDEN e SMITH, 1990) e o papel e regulagao destes “diabetogenes” ainda
nao sao claros (KAHN, 1994; American Diabetes Association, 2007).

Em contraste com o diabetes tipo 1, o diabetes tipo 2 est4 associado ao
aumento da concentracdo plasmatica de insulina. Esse aumento ocorre como
resposta compensatoria das células  do pancreas, devido a diminuicao da utilizacéo
e armazenamento dos carboidratos, e a consequente elevacao do nivel glicémico.
Entretanto, mesmo o0s niveis aumentados de insulina ndo sdo suficientes para
manter a regulagdo normal da glicose, devido a acentuada reducdo da sensibilidade
dos tecidos periféricos a insulina. Como consequéncia, verifica-se o0
desenvolvimento de hiperglicemia leve apds ingestdo de carboidratos nos estagios

iniciais da doenca.

Nos estagios avancados do diabetes tipo 2, as células p do pancreas se
tornam incapazes de produzir insulina em quantidade suficiente para impedir o

desenvolvimento de hiperglicemia mais acentuada (GUYTON e HALL, 2002).

Modificacdes no estilo de vida, tais como controle dietoterapico e pratica de

atividades fisicas séo intervencfes que poderdo diminuir a incidéncia de diabetes
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tipo 2, ja que com estas intervencgdes, evita-se a obesidade, que predispfe a esse
tipo de diabetes (LYRA et al., 2006).

[ll. Diabetes mellitus gestacional

No diabetes gestacional ocorre tolerancia diminuida aos carboidratos,
podendo esta tolerancia persistir, ou ndo, ap6s o parto. Os fatores de risco
associados ao diabetes gestacional sdo semelhantes aos descritos para o diabetes
tipo 2, incluindo, ainda, idade superior a 25 anos, ganho excessivo de peso na
gravidez atual, deposicdo central excessiva de gordura corporal, crescimento fetal
excessivo, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez atual, antecedentes obstétricos
de morte fetal ou neonatal (GROSS et al.,, 2002; American Diabetes Association,
2007).

IV. Outros tipos especificos
a) Defeitos genéticos que afetam a fungéo das células B:
* Tipos de MODY (maturity onset diabetes of the young); DNA mitocondrial; entre

outros.

b) Defeitos genéticos que causam resisténcia a insulina:

* Resisténcia insulinica tipo A; diabetes lipoatréfico, entre outros.

c) Doencas do pancreas exacrino:
* Pancreatites (alcoolismo); hemocromatose; fibrose cistica; pancreatopatia

fibrocalculosa; outras.

d) Endocrinopatias:
+ Sindrome Cushing; Acromegalia; Feocromocitoma; Hipertireoidismo, entre

outras.

e) Induzido por drogas ou agentes quimicos:
* Glicocorticoides; Agonistas f-adrenérgicos; tiazidicos; interferon; &cido

nicotinico; difenilhidantoina; outros.

f) Associado, as vezes, a sindromes genéticas:
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» Sindrome de Down; Sindrome de Klinefelter; Sindrome de Turner; Sindrome de
Laurence-Moon-Biedl; Sindrome de Prader-Willi; outras (GROSS et al., 2002;

American Diabetes Association, 2007).

Entre os tipos de diabetes descritos acima, destacam-se o diabetes tipo 1 e 0

tipo 2 que, juntos, representam mais de 90% de todos os casos de diabetes.

1.2 O pancreas

O pancreas € um orgao de natureza glandular, mas sua atividade secretoria é
dupla; por um lado, secreta 0 suco pancreatico que tem acdo Nnos pProcessos
digestivos (funcdo exdcrina); por outro, possui uma associacdo de células com
atividade enddécrina que, em conjunto, denomina-se ilhota de Langerhans
(GREENSPAN e STREWLER, 2000).

Estas ilhotas de Langerhans séo constituidas pelas células B que secretam
insulina; células o que secretam glucagon; pelas células D que secretam
somatostatina; pelas células G que secretam gastrina, enquanto as células F
secretam polipeptideos pancreatico (PP). Sdo as células B e a que estdo
relacionadas diretamente com a regulacao glicémica (GREENSPAN e STREWLER,
2000).

1.2.1 O processo de secrecédo de insulina e o seu efeito

s

A insulina é secretada de forma continua, havendo um aumento nesta
secrecdo em periodos pos prandiais. Existem duas fases na regulacédo da secrecao

de insulina:

Fase cefalica: a insulina é secretada por estimulos olfatérios, pela gustacéo
ou pelo aumento da atividade estomatognatica, que por via vagal, excita a secrecao

de insulina.

Fase humoral: 0 aumento da secrecdo de insulina ocorre por estimulo de

hormdnios gastrointestinais, como por exemplo, a gastrina.

Além disso, as células B sdo estimuladas principalmente pela glicose, mas
também por aminoacidos, acidos graxos livres e medicamentos, como por exemplo,
as sulfoniluréias (CRYER, DAVIS e SHAMOON, 2003).
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A glicose é transportada para o interior das células B pelo transportador de
glicose (GLUT2) e imediatamente fosforilada em glicose-6P pela glicoquinase, que é
considerada o sensor de glicose para as células B. A glicose-6P é oxidada
aumentando a relagdo ATP/ADP com fechamento dos canais de K* sensiveis ao
ATP das células pB. Ocorre entdo a despolarizacdo da membrana plasmética destas
células com a posterior abertura dos canais de Ca**, aumento da concentracdo do
Ca®" citoplasmatico, ativacdo provavel de cinases, com extrusdo dos granulos
secretores e liberacdo de insulina (FELIG, 1971; COSTA, FREITAS e MOURA,
2004; OHTSUBO, et al., 2005).

Ap6s a liberacdo da insulina no sangue, este horménio se ligard aos
receptores de insulina das membranas celulares. Estes receptores sdo constituidos
por quatro subunidades ligadas por pontes de dissulfeto: duas estdo situadas
totalmente fora da membrana plasmatica, denominadas alfa, enquanto as
subunidades beta penetram através da membrana (CARVALHEIRA, ZECCHIN e
SAAD, 2002).

A insulina liga-se as subunidades alfa de seu receptor, o que determina a
autofosforilagdo da subunidade beta e a fosforilacdo, em residuos de tirosina, de
diversas enzimas intracelulares, o que modifica a atividade destas enzimas
(TURNER e NEIL, 1992).

Uma das proteinas fosforiladas sé@o os transportadores de glicose. Séo
denominados GLUTSs e pertencem a uma familia de 14 membros, os quais permitem
a difuséo facilitada de glicose através da membrana plasmatica das células, ja que o
estimulo insulinico determina a translocacdo destas proteinas em direcdo a
membrana plasmatica, aumentando a captacdo de glicose, participando de forma
importante no controle da homeostase glicEémica em nivel tecidual e plasmatico.
Uma vez dentro da célula, a glicose é metabolizada por glicélise (IDRIS, GRAY e
DONNELLY, 2001; SCHEEPERS, JOOST e SCHURMAN, 2004; ALANIZ et al.,
2006; MACHADO, SCHAAN e SEAPHIM, 2006).

Essas isoformas de transportadores de glicose diferenciam-se tanto na sua
localizagdo, como o valor de seu Km (constante de afinidade a glicose). As principais

sao:
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e GLUT 1 — Encontrado no cérebro, eritrécitos, placenta e tecido fetal. Possui baixo
Km (~ 1 mM). Permite transporte de glicose relativamente constante independente

da concentracao extracelular (4 ~ 6 mM).

e GLUT 2 - Encontrado no intestino, rim, figado e nas células B pancreaticas.
Permite um equilibrio dos niveis de glicose, tanto no meio intra ou extracelular

através da membrana plasmética.

e GLUT 3 — Encontrado no cérebro e no musculo fetal. Possui baixo Km (<1 mM)
guando comparado com o GLUT2. Utilizado principalmente em periodos

hipoglicémicos.

e GLUT 4 — Encontrado nos musculos e no tecido adiposo. Possui Km intermediario
(2,5 = 5 mM). A insulina recruta esta isoforma para aumentar os niveis de glicose

no meio intracelular.

e GLUT 5 — Encontrado no jejuno, musculo esquelético e adipocitos. Possui Km
intermediario e é responsavel em conduzir a frutose (BROWN e WAHL,1993;
GOULD e HOLMAN, 1993; KLIP et al.,1994; NUSSEY e WHITEHEAD, 2001).

A insulina além de regular o transporte de glicose para o interior das células,
promove a conversdo da glicose em excesso a acidos graxos, inibe a

gliconeogénese no figado, atua no metabolismo de gorduras e proteinas.

Observa-se que os diabéticos perdem peso, ja que a gordura serve de via
secundaria para obtencdo de energia. Além disso, € comum ocorrer a acidose (pH
dos liquidos organicos tornam-se mais acidos), podendo levar o individuo ao coma e
a morte (GUYTON e HALL, 2002).

1.2.1.1 Resisténcia insulinica x obesidade e insulina x leptina

Em relacdo a resisténcia a insulina, tem como mais importante contribuinte o
excesso de acidos graxos livres circulantes, os quais se originam do tecido adiposo
e das lipoproteinas ricas em triglicerideos. No musculo, os &cidos graxos livres
reduzem a sensibilidade a insulina, inibindo a captacdo de glicose insulino-mediada.
O aumento da glicose e dos acidos graxos circulantes aumenta a secrecao de
insulina, resultando em hiperinsulinemia (PANKOW, et al., 2004; DANDONA, et al.,
2005).
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No caso da obesidade, por exemplo, a expressdo e a secrecdo de TNF-a
estdo aumentadas em animais e humanos obesos. O TNF-a € uma citocina que age
diretamente no adipodcito regulando acumulo de gordura e interferindo diretamente
em diversos processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o
metabolismo de lipidios. Em ratos obesos, a neutralizacdo do TNF-o causou
melhora significativa na captacdo de glicose em resposta a insulina, revelando sua
relacdo com resisténcia insulinica na obesidade (HOTAMISLIGIL, SHARGILL e
SPIEGELMAN, 1993; ALANIZ et al., 2006; WAKI e TONTONOZ, 2007).

Em humanos obesos, existe uma forte correlacdo inversa entre TNF-a e
metabolismo de glicose, devido a supresséo pelo TNF-a da sinalizacao da insulina,
modificando o receptor para a insulina e reducdo da sintese e translocacdo do
GLUT4 para a membrana, e consequentemente diminuicdo na captacédo de glicose
mediada pela insulina (ARNER, 1995; ALANIZ et al., 2006).

Dessa forma, as células do tecido adiposo aumentam a liberacdo de TNF-alfa,
de Interleucina-6, de leptina, e diminuem a liberacdo de adiponectina (horménio
adipocitario que melhora a sensibilidade a insulina, a oxidacdo dos acidos graxos e
diminui a apoptose das células beta pancreatica), fatos estes que diminuem a
sensibilidade a insulina (FERRANNINI, NATALI e BELL, 1997).

Sabe-se que diabéticos com resisténcia insulinica, por estimularem
hipersecrecdo de insulina, induzem, a longo prazo, reducdo na capacidade
secretoria das células  pancreatica. A perda da capacidade secretoria das células 3
de insulina ocorre principalmente em resposta a glicose, e reducéo na expresséo do
GLUT2 em ilhotas pancreéticas dos diabéticos (MARTINEZ, 2003; PANKOW et al.,
2004).

Além disso, existe a participacdo da leptina, que € um hormdnio produzido
principalmente pelo tecido adiposo que tem papel na regulacdo do metabolismo
energético (AHIMA, 2005). Em condi¢cdes normais, inibe a secrecéo de insulina, mas
com a dessensibilizacdo das células  a leptina, ocorre 0 aumento da secrecao de
insulina. Dessa forma, individuos obesos apresentam hiperleptinemia (LUSTIG,
2001), inibindo a secrecao de insulina e, consequentemente aumentando os niveis

glicémicos.
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Dessa forma, percebe-se que a resisténcia insulinica € um importante elo
entre o diabetes tipo 2 e a obesidade (LYRA, et al., 2006).

1.2.2 O glucagon

O glucagon é um hormoénio polipeptidico secretado pelo pancreas quando o
nivel da glicemia diminui, tendo agéo inversa a da insulina. A mais importante de
suas funcdes consiste em aumentar a concentracdo de glicose, evitando episodios
de hipoglicemia. Dessa forma, ndo permite a falta de energia para o sistema nervoso
(CRYER, 2001; GUY, et al. 2005).

A regulacéo da secrecao de glucagon ocorre por trés vias:

e Metabdlica: a hiperglicemia reduz a secrecdo de glucagon, enquanto a
hipoglicemia claramente a aumenta. Os aminoacidos plasmaticos estimulam
também a secrecdo de glucagon, entre eles, destacam-se a arginina e alanina,
cuja taxa sanguinea se eleva ap0s a ingestdo de proteinas, provocando,
secundariamente, aumento da taxa de glicose, pelo efeito do glucagon secretado
(GREENSPAN e STREWLER, 2000).

e Hormonal: Os horménios gastro-intestinais parecem ser importantes fatores
estimulantes da secrecdo de glucagon, destacando-se a colecistocinina, e a
gastrina. Através destes hormdnios inicia-se uma resposta das células o a

concentracdo plasmaticas crescentes de aminoacidos, a medida que eles véao
sendo absorvidos pelo trato gastrointestinal (GREENSPAN e STREWLER, 2000).

e Nervosa: Tanto o sistema simpatico como o parassimpatico estimulam a secrecéo
de glucagon; o transmissor parassimpatico estimula a secrecdo de glucagon
através de receptores colinérgicos muscarinicos. O sistema simpdatico estimula a
liberacdo de glucagon através de receptores [ adrenérgicos (GREENSPAN e

STREWLER, 2000).

7

O tecido alvo mais importante do glucagon € o figado, onde estimula a
glicogendlise e promove a gliconeogénese, protedlise e cetogénese provocando o
aumento dos niveis glicémicos (GREENSPAN e STREWLER, 2000).
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1.3 As glandulas adrenais

A medula e o cértex adrenal constituem as glandulas supra-renais. Sao
tecidos totalmente diferentes quanto a histologia, a origem embrionaria, a bioquimica
e as caracteristicas funcionais (GUYTON e HALL, 2002).

O cértex deriva do mesoderme, constituindo aproximadamente 80% da
glandula adrenal. Sua funcdo é controlar diferentes aspectos do metabolismo
através de hormoénios diversos, de natureza esteroidal. Estes horménios sé&o

sintetizados pelas trés regides que constituem o coértex, a saber:

e Zona glomerulosa ou externa — Nesta regido sao produzidos o0s
corticosteréides de agdo mineralocorticéide, isto é, cuja acdo gravita sobre o
metabolismo hidro-eletrolitico, retendo sodio e excretando potassio no tubulo renal.

Entre eles, o mais importante € a aldosterona.

e Zona fascicular ou camada média — Representa a parte mais volumosa do
cortex. Secreta-se um grupo de hormonios conhecidos como glicocorticoides, pela
sua acgdo no metabolismo glicidico, aumentando a glicemia. Destacam-se o cortisol,
que é o glicocorticéide mais relevante, e a corticosterona, que também apresenta

acdo mineralocorticoide, porém com menor acao do que a aldosterona.

eZona reticular ou interna — Nesta regido, secretam-se fundamentalmente
hormbnios androgénicos, além de certa quantidade de glicocorticoides e
mineralocorticéides (GREENSPAN e STREWLER, 2000).

Por outro lado, a medula adrenal € originaria das células da crista neural da
regido do tronco que migram ventralmente em direcdo ao espago entre 0 somito e o
tubo neural, onde se diferenciam em células cromafins (BROWDER, ERICKSON e
JEFFERY, 1991).

1.3.1 A sintese e secrecao das catecolaminas

As células cromafins da medula adrenal sdo as responsaveis pela sintese e

secrecdo das catecolaminas, que tém acao hormonal.

by

O termo catecolaminas, na glandula supra-renal se refere a adrenalina e
noradrenalina, embora a dopamina também seja uma catecolamina, isto é, possui a

estrutura do anel diidroxifenil (“catecol”) e uma cadeia lateral amina, mas que néo é
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secretada, ao menos em niveis significativos, pela medula adrenal (POLLARD et al.,
1985).

A formacéao das catecolaminas se inicia com o aminoacido tirosina, que pode
ser captado do sangue. E convertido em Di — hidroxifenilalanina (DOPA) pela ag&o
da enzima tirosina hidroxilase (TH) - enzima chave do processo (j& que é a enzima
limitadora da velocidade na biossintese das catecolaminas). A conversdao de DOPA
em dopamina é catalisada pela enzima aminoacido descarboxilase (AADC). Em
seguida, a noradrenalina é formada pela acdo da dopamina B-hidroxilase (DBH).
Estas etapas sdo comuns as células cromafins e aos neurbnios adrenérgicos. A
partir da noradrenalina, forma-se a adrenalina pela acdo da enzima feniletanolamina-
N-metil-transferase (PNMT). Na auséncia da tirosina, existe uma via alternativa que
inicia com o aminoacido fenilalanina que é convertido em tirosina (GARCIA, 1998;
MARTINS et al., 2004, INOUYE et al., 2006).

As catecolaminas sdo armazenadas em granulos citoplasmaticos e liberadas

da célula por exocitose em resposta a estimulagdo neural.

As catecolaminas produzem varios efeitos hemodindmicos e metabdlicos.
Estes sdo consequéncia da associacdo das catecolaminas aos receptores
adrenérgicos na superficie das células alvo e de uma consequente série de eventos
bioguimicos intramembrana e intracelulares. Os receptores adrenérgicos sao
divididos em receptores o e 3 adrenérgicos (WYNGAARDEN e SMITH, 1990).

As catecolaminas aumentam a frequéncia e a forca da contracdo miocardica
(B1) e produzem vasoconstricdo (o) ha maioria dos leitos vasculares, embora a
vasodilatacdo (B2) ocorra em alguns leitos vasculares, por exemplo, do musculo
esquelético. A noradrenalina causa aumento da resisténcia vascular e da pressao
arterial (sistélica e diastélica); o aumento da pressédo arterial reflexivamente limita o
aumento da frequéncia cardiaca. Provavelmente porque possui uma maior afinidade
gue a noradrenalina pelos receptores B, adrenérgicos, a adrenalina normalmente
produz um padrdo um pouco diferente: aumento da pressédo arterial sistélica, mas
nao da diastolica, e aumento da frequéncia cardiaca (WYNGAARDEN e SMITH,
1990).

As catecolaminas aumentam a concentracdo plasmatica de glicose através de

acbes complexas. Estas envolvem tanto a estimulacdo da produgdo hepética de
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glicose quanto a limitacdo da utilizacédo de glicose e sdo mediadas por mecanismos
diretos e indiretos. O primeiro entre 0s mecanismos indiretos € a limitacdo da
secrecéo de insulina (o). As acdes diretas sdo amplamente mediadas por receptores
B. As catecolaminas também estimulam a lipdlise, a cetogénese, a glicélise e a
mobilizagdo de aminoacidos como a alanina. Também aumentam a termogénese
(WYNGAARDEN e SMITH, 1990; GARCIA et al., 2006).

A via efetora para estimular a secrecéo de catecolaminas da medula adrenal,
consiste em fibras pré e pds - ganglionares simpaticas colinérgicas do nervo
esplancnico, que liberam a acetilcolina (ACh) — principal estimulador fisiologico das
catecolaminas. Com a liberacdo da acetilcolina, ocorre a despolarizacdo da
membrana das células cromafins, aumentando a permeabilidade ao sédio. Em
consequéncia, induz a abertura de canais de célcio sensiveis a voltagem e o influxo
deste ion, que estimula a fusdo dos granulos de secrecdo a membrana plasmética e
posterior secrecdo dos hormonios (POLLARD et al., 1985; GARCIA et al., 2006).

A acetilcolina ativa principalmente dois tipos de receptores, 0s muscarinicos e

0s hicotinicos.

Os receptores muscarinicos sdo encontrados em todas as células efetoras
estimuladas pelos neurdnios pés-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico,
bem como os estimulados pelos neurdnios pos-ganglionares colinérgicos do sistema
simpético (GUYTON e HALL, 2002).

A estimulacdo muscarinica induz a ativacdo da fosfolipase C que quebra
fosfatidilinositois de membrana formando inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol.
O IPzinduz a liberacdo de estoque intracelular de calcio podendo também promover
a entrada de célcio pela membrana através de canais de calcio ndo dependentes de
voltagem (MOCHIZUKI-ODA et al., 1991).

J& os receptores nicotinicos sdo encontrados nas sinapses entre 0s neurdnios
pré-ganglionares e poés-ganglionares dos sistemas simpatico e parassimpatico
(GUYTON e HALL, 2002).

A ativacdo dos receptores nicotinicos resulta na entrada de calcio tanto por
canais de calcio sensiveis a voltagem quanto por mecanismos que independem da

despolarizacdo da membrana plasmética (ZHANG, COGGAN e BERG, 1996;
HARKINS e FOX, 1998).
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Além do estimulador fisiol6gico das catecolaminas, existem outra formas de

estimular a liberacéo destes hormonios.

Sabe-se que a cafeina € uma droga que induz a liberacdo de calcio em
células musculares, ligando-se a receptores do reticulo endoplasmatico (ENDO,
1977; GARCIA et al., 2006).

Outra forma € a estimulagcdo das células da medula supra-renal com altas
concentracfes de potassio. Ele provoca a despolarizacdo da membrana plasmatica,
0 que permite a entrada de ions calcio via canais de calcio dependentes de
voltagem, favorecendo a exocitose de catecolaminas (CALLEWAERT, JOHNSON, e
MORAD, 1991).

1.4 Mecanismos que controlam a glicemia

Em situacdes normais, a secrecdo de glucagon, de catecolaminas e de
insulina é constante. Apos periodos prandiais, h4 um incremento na secrecdo de
insulina, permitindo que parte da glicose p6s prandial seja transportada para as
células e o restante armazenado no figado e nas células musculares, sob a forma de
glicogénio (WILKE e HILLARD, 1994; GREENSPAN e STREWLER, 2000).

Porém, em situacbes de jejum, entram em acdo o glucagon e as
catecolaminas, tendo como principais alvos, respectivamente, o figado (induzindo o
aumento da liberacéo de glicose pelo incremento da gliconeogénese e a quebra de
glicogénio) e as células musculares (aumentam a taxa de quebra do glicogénio e
inibem a captacdo de glicose). Além disso, agem também, por exemplo, sobre
adipdcitos. Juntos, o glucagon e as catecolaminas exercem um papel determinante
no controle do metabolismo energético com o intuito de evitar a hipoglicemia,
impedindo, portanto a falta de energia para o organismo, principalmente para o
sistema nervoso (GREENSPAN e STREWLER, 2000; CHAN et al., 2002; INOUYE,
et al., 2006).
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1.4.1 Descontrole metabdlico observado em diabéticos tipo 1

O controle glicémico € comprometido nos individuos diabéticos. Com o
passar do tempo, 0S mecanismos contrareguladores séo cada vez mais afetados,
agravando ainda mais o quadro de descontrole metabdlico desses individuos
(CLARKE et al., 1991; CRYER, 1992; CRYER, 1994; INOUYE, et al., 2006).

As alteracdes metabdlicas observadas nos diabéticos tém diversas origens.
Foi demonstrado que glicorreceptores do sistema nervoso central perdem a
capacidade de reconhecer oscilagdes glicémicas (RYDER et al., 1990; HOELDTKE
e BODEN, 1994), a sensibilidade dos tecidos as catecolaminas diminui (CRYER,
1989, KORYTKOWSK et al., 1998), assim como a secre¢do de hormoénios contra-
reguladores (PATEL, 1983; CRYER, 1992; WILKE et al., 1993; CRYER, 1994).

Com relacdo a diminuicdo dos horménios contra-regulatérios, é observada
diminuicdo na secrecdo de glucagon nos estagios iniciais da doenca, sendo uma
caracteristica comum aos diabéticos com o passar dos anos (CRYER e GERICH,
1985; CHAN, et al., 2002). A principio, a adrenalina torna-se o principal horménio
contra-regulador; porém este horménio também é afetado com o desenvolvimento
da doenca, impedindo a homeostase glicémica (HOELDTKE et al., 1982; CRYER e
GERICH, 1985; CHAN, et al., 2002).

A administracdo diaria de insulina nos diabéticos do tipo 1 ndo simula
exatamente as variacdes das secrecdes de insulina nos individuos normais, uma vez
gue os niveis de glicose sanguinea variam de pessoa para pessoa e podem oscilar
bastante no decorrer de um dia (GANONG, 1989). Tal tratamento pode levar o
individuo a situacfes de hipoglicemia que, em individuos normais, sdo precedidas
pela ocorréncia de taquicardia e aumento da sudorese causadas pela secrecédo de
catecolaminas (CRYER,1994; BORG et al., 1999). Porém, com o desenvolvimento
da doenca, ha reducdo na secrecdo de catecolaminas, eliminando tais sintomas.
Desta forma, o individuo passa a viver episédios de hipoglicemia sem percebé-los e,
dependendo do caso, levando o individuo a morte (CRYER, DAVIS e SHAMOON,
2003).

A secrecdo de glucagon normalmente é aumentada em casos de diabetes
descontrolado. Em 2001, CHAN e seus colaboradores observaram que o tratamento

com insulina em ratos diabéticos diminuiu significativamente os niveis plasmaticos
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de glucagon, quando comparado a ratos controle e diabéticos sem tratamento. Isto
pode ter ocorrido pela agcdo direta da insulina exdgena sobre a secrecdo de

glucagon.

As causas das falhas na secrecéo das catecolaminas da glandula adrenal sao
diversas. Ja foi reportado que o diabetes provoca altera¢des vasculares que causam
neuropatias e outras alteracdes celulares e que ocorre a atrofia da inervacéo
simpatica que chega a medula supra-renal (BROWN et al., 1990; WILKE et al., 1993;
ZANONE et al., 1993).

Foram descritas modificacdes no limiar de disparo da resposta a hipoglicemia,
diminuicdo da sensibilidade dos tecidos as catecolaminas e reduc¢édo da sensibilidade
das células cromafins da medula supra-renal a acetilcolina (PATEL, 1983; WILKE e
HILLARD, 1994).

Niijima (1975) relatou a influéncia da glicemia sobre a liberagdo de acetilcolina
nos terminais simpaticos que inervam a medula adrenal: em situacdes de
hiperglicemia, eram reduzidos os niveis de acetilcolina. Além disso, a secre¢ao
também é comprometida em nivel celular, ja que a resposta adrenal a queda nos
niveis de glicose se reduz em curto prazo, mantendo-se, no entanto, inalterada para
outros estimulos, o que descarta a hipdtese de neuropatia. Recentemente foi
sugerido que ocorre reducdo da sintese de catecolaminas pelos individuos doentes
(CRYER, 1994; GALAN et al., 2004).

Ja foi demonstrado que em ratos geneticamente diabéticos ha uma reducao
na secrecdo de catecolaminas induzida por acetilcolina e estimulacdo elétrica ap6s
duas semanas de instalagdo da doenga (WILKE e HILLARD, 1994).

Wilke e Hillard (1994) também mostraram que em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina, ndo ha modificacdo no padrdo de secrecao.
Resultados divergentes a estes foram apresentados por Patel (1983) que mostrou
que em ratos diabéticos por estreptozotocina ocorre reducdo da secrecdo de

catecolaminas.

Em seres humanos, diversos trabalhos mostram que a secrecdo de
catecolaminas pela medula supra-renal é reduzida pelo diabetes (CLARKE et al.,
1991; MUHLHAUSER et al., 1991; CRYER, 1992; CRYER, 1994; DAGOGO-JACK,
RATTARASARN e CRYER, 1994; GALAN et al.; 2004).
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Os nossos resultados prévios mostram que ocorre reducdo na secrecao de
catecolaminas nestas células em animais diabéticos, induzidos por estreptozotocina,
sem administracdo de insulina e dao indicacdes de que isto pode ser consequéncia
da reducdo da sintese destes hormoénios, da modificacdo de receptores e/ou dos

processos de sinalizag&o intracelular.

Foi demonstrado através de experimentos de clamp de glicose, provocando
hiperinsulinemia e hipoglicemia, que ndo ha diferenca significativa nos niveis de
glucagon, de adrenalina e de noradrenalina em ratos controle e diabéticos por
estreptozotocina que receberam tratamento com insulina, indicando que este
tratamento pode ser responsavel pelo restabelecimento dos niveis normais destes
horménios (INOUYE, et al., 2006).

Além disso, Inouye et al. (2006) observaram que em resposta a hipoglicemia
clamp, ndo ha diferenca significativa nos niveis de tirosina hidroxilase (TH) entre os
grupos experimentais, porém os niveis de dopamina beta hidroxilase (DBH) e
feniletanolamina-N-metiltransferase (PNMT) dos ratos diabéticos tratados com
insulina foram significativamente maiores quando se compara com O0S ratos

controles. Neste trabalho néo foi analisada a secrecao de catecolaminas.

Em 2001, CHAN e colaboradores observaram a concentracdo plasmatica de
adrenalina, noradrenalina e glucagon nos seus grupos experimentais (ratos controle,
diabéticos sem tratamento e diabéticos tratados com insulina). O resultado de
noradrenalina foi similar em todos os grupos experimentais, porém a concentracao
de adrenalina nos diabéticos sem tratamento foi estatisticamente menor que os
controles. Por outro lado, houve aumento significativo de adrenalina nos ratos

tratados com insulina.

Em 2002, CHAN e colaboradores analisaram em seus grupos experimentais
(os mesmos do trabalho anterior) niveis plasméaticos de varios horménios sob o
efeito da hipoglicemia. N&o houve diferenca significativa nos niveis de noradrenalina
entre 0S Qrupos experimentais. Entretanto, os niveis de adrenalina foram
significativamente menores nos ratos diabéticos sem tratamento e maiores nos ratos

tratados com insulina ao comparar com ratos controles.

Inouye e colaboradores concluiram que o tratamento com insulina previne

falhas no processo contraregulatorio, mas ndo em falhas no eixo hipotalamo —
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hipofise — adrenal (HPA). Esta prevencgdo pode estar relacionada com o aumento da
via de sintese de catecolaminas em ratos diabéticos que receberam tratamento com
insulina NPH (DTI). Seus dados levantam a possibilidade de que a contrarregulacéo

na hipoglicemia em diabéticos tipo 1 se deve a via de sintese de catecolaminas.

Por outro lado, Chan e colaboradores concluiram que o diabetes em um
periodo curto, ativa de forma expressiva o eixo HPA, diminuindo significativamente a
resposta a hipoglicemia. Isto pode ser devido a varios fatores, incluindo a
incapacidade de aumentar hormonio liberador de corticotropina (CRH) e pré —

opiomelanocortina (POMC) em resposta ao baixo nivel de glicose plasmatica.

Para entendermos melhor as causas da deficiéncia nos mecanismos contra-
regulatorios que ocorre no diabetes mellitus e a importancia das catecolaminas
neste contexto, hipotetizamos que a reducdo da sintese e da secrecdo de
catecolaminas observada em diabéticos € consequéncia da hiperglicemia. O
trabalho foi desenvolvido utilizando o modelo de diabetes induzido por
estreptozotocina, no qual foi avaliado o efeito do diabetes e do tratamento com

insulina sobre a sintese e secrecdo de catecolaminas da glandula supra-renal.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
- Contribuir para a compreensdo do efeito do diabetes mellitus sobre a
fisiologia das células cromafins da glandula supra-renal e os processos de

contrarregulacéo dos niveis glicémicos.

2.2 Objetivos Especificos
- Determinar se o controle dos niveis glicémicos reverte as modificacdes
causadas pelo diabetes na sintese e secrecdo de catecolaminas;
- Determinar se a reducdo na sintese de catecolaminas € consequéncia da

reducdo da expressdo da enzima reguladora da via de sintese destes

hormonios.
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3 Material e Métodos

3.1 Obtencado, grupos experimentais, inducdo do diabetes e sacrificio dos

animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 60 dias, provenientes do Biotério
do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG.
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 23 +2° C e
fotoperiodo de 12 h (claro entre 07 h e 19 h).

Os animais foram divididos em trés grupos: 1) controle (C); 2) diabéticos sem

tratamento (D) e 3) diabéticos que receberam insulina (DTI).

O diabetes foi induzido pela injecao intravenosa da citotoxina estreptozotocina
diluida em tampéo citrato 0,05 M na dose 50 mg por kg de peso do animal. Os
controles receberam injecdes de tampao citrato sem estreptozotocina. As analises

foram realizadas ap06s 15 dias de injetada a citotoxina.

Durante estes 15 dias, os animais foram pesados e no final deste periodo,
foram sacrificados por deslocamento cervical. No ato do sacrificio, foi coletado
sangue para medir a glicemia, o que foi feito usando glucémetro clinico que tem
como principio o método da glicose oxidase (BERGMEYER e BERNT, 1974). A
medida da glicemia foi precedida por jejum de 10 horas.

3.2 Determinacdo do comportamento alimentar, da variacdo dos niveis

glicémicos e do tratamento dos animais diabéticos com insulina

A finalidade deste experimento foi analisar o comportamento alimentar dos
animais, associando a variacao glicémica e, com estes resultados, determinar o
periodo e a quantidade adequada de insulina injetada no grupo diabético especifico

(DTI), estabelecendo 0 nosso protocolo experimental.

Para isso, os ratos controle e diabéticos foram mantidos em gaiolas
separadas, com acesso a agua e racao; e no periodo de 24 h, foi medida a glicemia

e pesada a racdo de hora em hora.

Obtidos estes resultados, foram realizados experimentos para estabelecer o

tratamento com insulina que um dos grupos de animais diabéticos receberia.
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Iniciamos estes testes injetando insulina NPH (neutral protamine hagedorm)
humana nos picos de ingestao alimentar. As doses de insulina foram ajustadas a
cada trés dias. ApGOs estabelecido o protocolo de tratamento, ele foi testado durante

15 dias ap0s a inducéo do diabetes, tempo de duracdo de nossos experimentos.

3.3 Andlise dos niveis de triglicerideos, colesterol e suas fracdes e frutosamina

Foram analisados o perfil lipidico dos ratos controle, diabéticos e DTI,
verificando os niveis de triglicerideos e as fracdes do colesterol HDL, LDL e VLDL,

bem como o colesterol total.

7

Foram quantificados também os niveis de frutosamina. Este termo é um
nome genérico dado a todas as proteinas glicadas (glicoproteinas), das quais a
maior parte é albumina, que constitui a maior massa protéica depois da
hemoglobina (GROSS, et al., 2002). Esta glicosilacdo é decorrente de modificacdo
ndo enzimatica pdés-translacional, dependente dos niveis glicémicos (JOHNSON,
METCALF e BAKER, 1983). A meia vida das proteinas varia entre uma e trés
semanas e portanto a frutosamina reflete as concentracdes de glicose plasmatica
dos 20 dias anteriores (JOHNSON, METCALF e BAKER, 1983; LIM e STALEY,
1985). Os niveis de albumina glicada refletem os niveis glicémicos dos individuos e
pode ser utilizado como um método de avaliacao do estado glicémico dos diabéticos
(NEUMAN et al, 1994).

Os niveis de colesterol e LDL foram determinados por técnica enzimatica
(hidrélise enzimética e oxidacdo), sendo que HDL foi determinada por inibicdo
seletiva e VLDL pela técnica enzimatica colorimétrica. Para determinacdo dos niveis
de frutosamina, foi utilizada a técnica cinético — colorimétrico e para os niveis de
triglicerideos, o método enzimatico colorimétrico (hidrolise enzimética com lipases).
Todas esta medidas foram realizadas no laboratério de andlises clinicas Cortez

Villela, de Juiz de Fora.

O objetivo destas analises foi avaliar o efeito do diabetes sobre estes
parametros e verificar se o tratamento reverte as modificacdes causadas pela

doenca.
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3.4 Andlise da sintese de catecolaminas: conteddo total e a expressao de

tirosina hidroxilase

Foi avaliados o efeito do diabetes e do tratamento com insulina sobre a
sintese de catecolaminas. Estas analises foram feitas medindo o conteudo total de
catecolaminas e a expressdo da enzima reguladora da via de sintese de
catecolaminas, Tirosina Hidroxilase (TH, EC 1.14.16.2), enzima que demonstramos
previamente se afetada pela hiperglicemia (GARCIA, 1998) e em modelo
experimental de obesidade (MARTINS et al, 2004).

Apés o sacrificio dos animais, as glandulas adrenais esquerdas e direitas séo
imediatamente retiradas, recebendo tratamentos diferentes, uma vez que as
esquerdas foram utilizadas para a dosagem do conteudo total de catecolaminas e as

direitas para analisar a expressao de TH.

As glandulas utilizadas para medir o conteddo de catecolaminas foram
imediatamente congeladas em 500 ul de acido acético 10% apdés a sua retirada para

posterior dosagem

Por outro lado, as glandulas adrenais direitas foram imediatamente
congeladas em tampédo fosfato pH 7,4. Posteriormente, as suas células foram
lisadas por congelamento/descongelamento e esmagadas com bastdo de vidro, na
presenca de 2 mM de ortovanato de sédio e inibidor de proteases. Os
homogeneizados foram centrifugados por 15 minutos a 10000 rpm e o sobrenadante

coletado para posterior utilizacdo das proteinas.

O efeito do diabetes sobre a expressdo de TH foi estudado fazendo a
separacédo de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida e posterior analise

por Western Blot.

Amostras com 10 pg de proteinas foram solubilizadas em tampdo SDS
(dodecil sulfato de soédio) desnaturante, na presenca de [ mercaptoetanol e
aguecidas a 95° C por cinco minutos. A seguir separou-se as proteinas em gel 10%,
junto com marcadores de peso molecular pré-corados e posterior eletro-

transferéncia para membrana de nitrocelulose.

Apos a transferéncia, a membrana foi lavada com tampéo Tris (TBS), pH 7,6

e incubada em TBS com 5% de leite em p6 caseiro desnatado e 0,15% de Tween
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20, durante uma hora. Depois a membrana foi lavada por trés vezes de cinco
minutos com TBS. Apds as lavagens, a membrana foi incubada (em TBS com 0,15%
de Tween 20 e 1% de leite) com anticorpos monoespecificos contra TH na diluicdo
de 1:2000. O tempo de incubacdo no primeiro anticorpo foi durante uma noite.
Depois a membrana foi lavada trés vezes com TBS e incubada, por uma hora, com

segundo anticorpo conjugado a peroxidase na diluicdo 1:2000.

A seguir, a membrana foi lavada trés vezes com TBS e incubada por cinco a
20 minutos com kit ECL (Enhanced Chemiluminescense). As proteinas
imunorreativas foram digitalizadas e a avaliagdo/quantificacao foi feita com o auxilio

do programa de computador ImagePro (Media Cybermetics, Inc., Silver Spring, MD).

3.5 Estudo in vitro da secrecao de catecolaminas

Avaliamos o efeito dos tratamentos sobre a secrecdo de catecolaminas basal
e a estimulada. Nestes experimentos, apos a retirada e pesagem das glandulas, elas
foram mantidas em tampao Krebs-Hepes, pH 7,2, até 0 momento da dissecacao.

Nos experimentos de estimulacdo da secrecdo de catecolaminas, ela foi

avaliada sob trés abordagens:

1- Em resposta a inducdo da despolarizacdo da membrana plasmatica com altas

concentracdes de potassio;

2- Em resposta a estimulacdo via receptores. Neste caso utilizou-se a
carbamilcolina, um analogo sintético da acetilcolina, o estimulador fisiolégico da

secrecédo de catecolaminas;

3 - Em conseqiiéncia da mobilizacdo de Ca®" de “pools” intracelulares. Neste caso
foi utilizada cafeina, um reconhecido mobilizador de Ca?®* do reticulo endoplasmatico
(ENDO, 1977).

Para dissecar as glandulas adrenais, utilizaram-se microscopio
estereoscopico, pincas e tesouras oftalmologicas. Depois de dissecadas, as
medulas foram mantidas em solucéo salina Krebs-Hepes com 0,5% de albumina e
composta por (em mM): Cl 154,26; Na* 143,4; Ca®" 2,5; Mg®" 1,18; SO?*, 1,2; K"
5,9; e Hepes 25. Faz parte da solugcdo salina padrdo a glicose, que teve

concentragdo variavel de acordo com a glicemia de cada rato. A razdo desta
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7 bY

manobra € manter na solucdo salina uma concentracdo similar a glicemia,

observada no animal vivo. O pH das solugdes foi 7,2.

As estimulacdes foram realizadas em placas para cultivo de células do tipo
Costar com 96 pocos. Em cada poco foram colocados 200 pl de solugao salina com
ou sem secretagogo, de acordo com o protocolo experimental. O tempo de
estimulacédo foi de 5 minutos por pogo.

A secrecdo basal foi determinada pela incubacdo das medulas supra-renais
em solucdo salina padrdo na auséncia de estimulador. A secrecao foi estimulada
pela incubagédo das medulas em solugéo salina Krebs-Hepes com 30 mM de K™ ou
50 uM de carbamilcolina ou 25 mM de cafeina. Nos experimentos de estimulacéo
com altas concentracdes de K* e cafeina foi retirada quantidade equivalente de Na*

para manter a osmolaridade da solucao.

Ao final da estimulagdo, as medulas foram acondicionadas em tubos de
eppendorf com 220 ul de Aacido acético 10%. As solucdes de incubacdo foram
adicionados 20 pl de 4cido acético concentrado e guardadas em tubos de eppendorf.
As medulas e as solu¢des de incubacédo foram armazenadas em freezer para

posterior dosagem das catecolaminas.

3.6 Dosagem de catecolaminas

As catecolaminas foram dosadas pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol
(KELNER et al, 1985). Para avaliar o processo de secrecdo, foram medidas as
catecolaminas secretadas e as remanescentes nas células da medula, permitindo

avaliar o processo em termos de percentual de catecolaminas secretadas.

As medulas foram congeladas e descongeladas por trés vezes, para
posteriormente serem maceradas e o material centrifugado a 14000 rpm por cinco
minutos, para a utilizacdo do sobrenadante. As glandulas receberam o mesmo

tratamento das medulas.

Foram utilizados 50 ul de cada amostra, tanto das glandulas como das
catecolaminas secretadas e remanescentes das medulas. A este volume foram
adicionados 250 ul de tampéao fosfato 0,5 M, pH 7,0 e, a seguir, 25 ul de ferricianeto

de potassio 0,5%. A solucéo foi misturada e incubada por 20 minutos.
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A reacdo foi paralisada com a adicdo de 500 ul de acido ascoérbico/NaOH 10
N, na proporcdo 1:19. Apos este passo foram adicionados 2,0 ml de agua destilada,
a solucao foi misturada e procedeu-se a leitura da fluorescéncia. Os comprimentos
de onda usados para a leitura em fluorimetro foram 420 nm de excitacdo e 510 nm

de emissao.

Paralelamente a dosagem de catecolaminas foi feita curva padrdo de

adrenalina.

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas e com os tubos em banho de

gelo durante todo o procedimento.

Os resultados das andlises da secrecdo de catecolaminas S80 expressos
como percentual de secrecdo em relacdo ao total de catecolaminas da medula

supra-renal.

3.7 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como meédia e erro padrdo da média e as
comparacdes feitas usando o teste t de Student, considerando significativos os

valores de p < 0,05.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Comportamento alimentar e variagdo dos niveis glicémicos de ratos

controle e com diabetes induzido por estreptozotocina

Apoés levantamento bibliografico com o objetivo de estabelecer o tratamento
para ratos diabéticos utilizando insulina exdgena, varios artigos foram encontrados,

porém a maioria ndo descreve detalhadamente o seu protocolo.

O modelo animal, o tipo de insulina empregada nos tratamentos e 0s horarios

de sua aplicacéo séo variados entre os trabalhos.

Sivitz et al. (1998) induziram ratos Sprague-Dawley com 125 mg de
estreptozotocina por quilo do animal. Os ratos diabéticos foram tratados com insulina
humana regular e NPH (neutral protamine hagedorm), sendo 2 U de insulina regular
no momento do diagnéstico do diabetes e diariamente 1 U de insulina regular
associada a 3 U de insulina NPH as 18 h e 1 U da insulina regular associada a 1 U
da insulina NPH as 9 h.

Saito, Weiss e Latifpour (1999) utilizaram de 5 a 8 U de insulina zincica
protamina diariamente para tratar ratos Sprague-Dawley diabéticos induzidos por 65

mg de estreptozotocina, porém nao citaram os horarios de aplicacdo da insulina.

Yono et al. (2005) utilizaram ratos BB (BBDR/WOR) em trés condicdes: ratos
espontaneamente diabéticos, diabéticos por estreptozotocina e linhagem resistente
ao diabetes. Trataram o diabetes com uma dose diaria de insulina zincica protamina,

sendo que a dose era ajustada no momento da aplicacdo da insulina.

Hardin, Dominguez e Garvey (1993) induziram o diabetes em ratos Sprague-
Dawley com 60 mg/Kg de estreptozotocina. Fizeram o tratamento com apenas uma
dose diaria de insulina zincica protamina (40U/Kg), ndo citando o horario da sua
injecao.

Shimomura et al. (1990), utilizaram ratos Wistar induzidos por
estreptozotocina (60 mg/Kg de peso do animal) e realizaram o tratamento injetando
3Uas 18 he2Uas 6 h deinsulina NPH, com resultados satisfatorios (158,0 *
27,2 mg/dl as 3h e 130,0 + 16,1 mg/dl as 15 h). Apesar deste artigo utilizar o mesmo
modelo animal e a mesma insulina utilizada em nossos experimentos, nao utilizamos

0 seu protocolo devido a diferencas experimentais, tais como: (A) a quantidade de
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estreptozotocina. Os autores utilizaram 60 mg/Kg para induzir o diabetes e nés
utilizamos 50 mg/dl; (B) aceitamos somente ratos com glicemia acima de 250mg/dI
para iniciar o tratamento com insulina, enquanto Shimomura e colaboradores
aceitaram valores glicémicos acima de 200 mg/dl; (C) o protocolo experimental
destes autores foi de quatro semanas. Durante este periodo, fizeram quatro
reajustes nas doses administradas nos ratos diabéticos, até chegarem na dose ideal;
(D) a coleta do sangue foi através de uma canula inserida na veia cava; (E) nao
informam se os niveis glicémicos encontrados com o protocolo estabelecido séo
pés—prandiais ou em jejum (para nés, em jejum, a glicemia ndo deveria ser superior
a 150 mg/dl).

Portanto decidimos avaliar o comportamento alimentar e a variacao dos niveis
glicémicos dos nossos animais (ratos Wistar) durante 24 h consecutivas, para
posteriormente estabelecer um protocolo de tratamento com insulina exdgena por

via subcutanea em ratos diabéticos induzido por estreptozotocina.

A Figura 1 mostra que a ingestdo de racao pelos ratos controle aumenta,
predominantemente, do inicio ao final da fase clara, conseqientemente a glicemia
desses animais durante a fase clara também apresentou, predominantemente, um
padrdao de gradual elevacdo. Aumentos acentuados na ingestao ocorreram ao meio
dia e a partir das 16 h até o apagar da luz, as 19 h. Essa eleva¢cdo na ingestdo se
refletiu em um aumento mais acentuado nos niveis glicémicos dos animais durante
esses intervalos de tempo. Apenas uma queda acentuada do nivel glicémico foi vista
as 9 e 10 h, o que pode ser entendido como resultado da baixa ingestao de racéo
nas Ultimas horas da fase escura e as duas primeiras horas da fase clara.
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Figura 1: Variacao glicémica (triangulos pretos, n =9) e da ingestédo

de ragao (tridangulos brancos, n = 9) de ratos Wistar controles durante
o periodo de 24 horas. No topo da figura esta indicado o fotoperiodo:
a barra branca representa a fase clara e a barra preta representa a
fase escura. A linha vertical tracejada indica a mudanga do fotoperiodo,
de claro para escuro. As linhas verticais representam o EPM.

Por outro lado, percebe-se que os ratos diabéticos tiveram oscilacdes na
ingestdo de racgdo (Fig. 2). Durante a fase clara, houve aumentos de ingestdo de
racdo nos intervalos 8-9 h; 11-12 h; 15-16 h e de 17 as 19 h. Entre estes intervalos,
sempre ocorreu declinio na ingestdo de racdo. Porém, com relacdo a glicemia, a
partir das 12 h os niveis glicémicos apresentaram pouca variacdo. Oscilacbes mais

acentuadas durante a fase clara foram vistas do inicio dessa fase até o meio dia.

Ha semelhancas no comportamento alimentar entre os ratos controles e
diabéticos na fase clara, quando comparamos o periodo de 12 h as 15 h (sem
variacdes acentuadas na ingestdo de racdo), e de 17 h as 19 h (aumento acentuado
na ingestédo, porém houve diferenca significativa, p < 0,01, somente na ingestao dos
ratos diabéticos). A glicemia aumentou em ambos 0s grupos experimentais, porém
sem diferenga significativa, no periodo de 17 as 19 h, quando houve também

aumento da ingestao de racéo.
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Durante a fase escura do fotoperiodo, 19 as 7 h, os ratos controles (Fig.1) e
diabéticos (Fig.2) apresentaram dois picos alimentares, o primeiro as 21 h nos dois
grupos e o segundo a 1 h nos animais controle e as 2 h nos animais diabéticos. Para
os dois grupos de animais, esses dois picos foram separados por um declinio da
ingestdo que se iniciou as 22 h, alcangando uma reducdo maxima de ingestédo as 24
h.

Outra semelhanca observada entre o padrdo alimentar dos ratos controle e
diabéticos foi a queda acentuada na ingestdo nas quatro Ultimas horas da fase
escura. Os ratos diabéticos elevaram a ingestdo logo apos o inicio da fase clara,
porém diminuiu entre 9 h e 10 h (p < 0,05) e aumentou expressivamente no intervalo
de 11 h e 12 h (p < 0,01). Ja os ratos controle elevaram a ingestdo apenas a partir
das 9 h (p < 0,05).

Ja foi demonstrado que ratos diabéticos por estreptozotocina apresentam
maior ingestdo de alimentos quando comparados com ratos controles. (BOOTH,
1972; CASTRO e BALAGURA, 1975; PLAZA, GRANDA e CACHERO, 1993; PAL,
PAL e MADANMOHAN, 2002). Isso foi observado no nosso trabalho, porém esta
diferenca nao foi significativa.

Pal, Pal e Madanmohan (2002), reportaram que apdés induzir diabetes em
ratos Wistar machos utilizando uma dose Unica de 75mg/Kg de estreptozotocina
verificaram que os ratos controles ingeriram 14,30 + 0,26g/dia enquanto os ratos

diabéticos ingeriram 18,24 + 0,27g/dia.

Ao comparar os resultados de Pal, Pal e Madanmohan (2002) com os dados
do nosso trabalho, verifica-se que 0s nossos ratos tiveram uma maior média na
ingestdo de racdo (controles ingeriram 20,93 + 0,99g/dia e diabéticos ingeriram

22,14 + 0,84g/dia). Ha varias explicacdes possiveis para esta diferenca.

- O diabetes induzido por nés foi mais brando.Utilizamos 50mg/Kg de animal
da droga diabetogénica, enquanto Pal, Pal e Madanmohan (2002) utilizaram

75mg/Kg de animal;

- Acondicionamento dos animais: n0s mantivemos trés ratos por gaiola,

enquanto Pal, Pal e Madanmohan (2002) acondionaram os ratos isoladamente.
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- Adotamos um ciclo de claro/escuro, sendo a fase clara de 7h as 19h e a
escura de 19h as 7h, enquanto Pal, Pal e Madanmohan (2002) utilizaram iluminacao
natural.

- Ao manipular os animais de hora em hora para coletar sangue (verificacao
da glicemia) e pesagem da ragdo durante o experimento, isto poderia aumentar a
ingestdo, pois no periodo que estes ratos deveriam estar dormindo, apés manipula-
los, é provavel que eles ingiram racdo. Nos experimentos de Pal, Pal e

Madanmohan (2002) os animais nao foram submetidos a esta manipulacéo.
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Figura 2: Variacao glicémica (circulos pretos, n = 10) e da ingestao
de ragao (circulos brancos, n= 12) de ratos Wistar diabéticos durante
o periodo de 24h. No topo da figura esta indicado o fotoperiodo: a
barra branca representa a fase clara e a barra preta representa a fase
escura. A linha vertical tracejada indica a mudanga do fotoperiodo, de
claro para escuro. As linhas verticais representam o EPM.

Os fatores citados acima influenciam o padrédo de alimentagcdo dos animais
(DEMARIA-PESCE e NICOLAIDIS, 1998). A idade dos animais utilizados e o tempo
decorrido de diabetes no momento da realizacdo dos experimentos também
influenciam nessa diferenca, porém esses dados ndo foram mencionados no

trabalho.
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Booth (1972) relatou que em ratos Spreague Dawley diabéticos por 50mg ou
mais de estreptozotocina por quilograma de peso do animal, a ingestao de racéo foi
moderadamente deprimida no primeiro dia apds a inducéo do diabetes. No segundo
e terceiro dia apos a inducdo da doenca, o consumo de racao dos ratos diabéticos e
controles era estatisticamente igual. O consumo de ragdo foi significativamente

superior ao dos controles nos dias subsequentes (quarto ao sexto).

Em nossos experimentos, avaliamos o consumo apos trés dias da inducdo do
diabetes. Nao houve diferenca estatistica no consumo da racao, confirmando o que
foi dito por Both (1972). Apesar desta confirmagéo, a linhagem de ratos utilizados
por Both (1972) é diferente da linhagem de nossos ratos. J& foi reportado que o
comportamento alimentar pode diferir entre as varias linhagens de ratos de
laboratorio (GLENDINNING e SMITH, 1994).

Apesar do consenso de que ratos diabéticos apresentam aumento da
ingestao de alimento, existem divergéncias quanto ao padréo alimentar exibido pelos
ratos doentes. Ha4 um trabalho que demonstra que ratos diabéticos por
estreptozotocina apresentam o tempo de duracdo da refeicdo, quantidade de
alimento ingerido durante a refeicdo e duragdo da saciedade marcadamente menor
que o apresentado por animais normais (Booth, 1972) enquanto outro mostra que
apos a injecdo de estreptozotocina em ratos, 0 aumento na alimentacao por esses
animais é devido a ocorréncia de refeicbes de longa duracdo (CASTRO e
BALAGURA, 1975).

Ja foi relatado que ratos sadios apresentam alimentacdo predominantemente
noturna (JOHNSON e JOHNSON, 1990; PLAZA, GRANDA e CACHERO, 1993;
DEMARIA-PESCE e NICOLAIDIS, 1998), o que foi confirmado em nossos
experimentos. Além disso, verificamos que os ratos diabéticos mantiveram o ritmo
circadiano de alimentacdo, ou seja, também apresentaram alimentacéo
predominantemente noturna (PLAZA, GRANDA e CACHERO,1993). Ratos
diabéticos, apesar da polifagia, mantém o ritmo circadiano de alimentacdo (PLAZA,
GRANDA e CACHERO, 1993; CASTRO e BALAGURA, 1975) embora a diferenca
entre a ingestdo durante o dia e a noite seja diminuida (PLAZA, GRANDA e
CACHERO, 1993).
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4.2 Tratamento de ratos Wistar diabéticos por estreptozotocina utilizando

insulina ex6gena NPH humana

Com os resultados do comportamento alimentar e variacbes glicémicas,
iniciou-se o trabalho para estabelecer um protocolo de tratamento dos animais
diabéticos com insulina.

Os horérios da aplicacdo de inje¢cdes subcutaneas de insulina foram
estabelecidos de acordo com os intervalos de tempo em que 0s animais ingerem
maior quantidade de racdo, o que conseqientemente acentua a hiperglicemia.
Esses horarios sdo: 10, 13 e 19 h. Apos vérios reajustes nas doses de insulina
injetadas nos ratos diabéticos, iniciamos o trabalho utilizando a insulina NPH
humana, um tipo de insulina de acado intermediaria, com a dose de 5 U/dia sendo 1
Uas 13 heas4 U restantes as 19 h.

A Figura 3 mostra os niveis glicémicos dos grupos experimentais no periodo
de 15 dias, indicando o sucesso no controle da glicemia dos ratos diabéticos que
receberam tratamento com insulina.

—@— controle (n = 6)
—O— diabético (n = 6)
600 - —w— DTI(n=9)

500 ~

400 -

300 ~

Glicemia (mg/dI)

200 ~

100 A

0 T T T T T
dia 2 dias dia 10 dia 14 dia 15

Figura 3 - Efeito do tratamento de ratos diabéticos por STZ utilizando 5U de
insulina NPH, sendo 1U injetada as 13h e as 4U restantes as 19h. Da-
dos expressos como média * erro padrao da meédia. * p < 0,05, ao comparar
com os ratos controle e diabéticos tratados com insulina (DTI).
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Apés verificar o sucesso do controle glicémico (Fig. 3), foi estabelecido o
protocolo de tratamento (Fig 4).

----- Ry et e e I ey L (s [ 1))
Y Y J J
Inducéao Inicio
do 19h - 2U Sacrificio
tratamento Jejum (10h)
13h - 1U
19h - 4U

Figura 4 — Desenho do protocolo de tratamento dos ratos diabéticos com insulina.

4.3 Niveis glicémicos, massa corporal e massa glandular

A Figura 5 mostra a glicemia em jejum dos animais no 2° dia apds a inducéo
do diabetes, que corresponde ao inicio do tratamento com a insulina (controles,
96,47 + 1,81 mg/dl; diabéticos, 438,91 + 17,10 mg/dl; diabéticos que receberao
insulina, 415,68 + 14,86 mg/dl). A glicemia dos ratos diabéticos acima de 400 mg/dl
indica o sucesso da indugdo com a estreptozotocina e ndo ha diferenca significativa

entre os dois grupos de diabéticos.

De acordo com a American Diabetes Association, 2007, sdo consideradas
normoglicémicas, as pessoas que possuem glicemia plasméatica de 60 a 99 mg/dl
em jejum. Individuos sé@o considerados diabéticos quando ao fazer o exame em
jejum, e este é repetido pelo menos duas vezes, apresentam glicemia acima de 126
mg/dl ou glicemia acima de 200 mg/dl em qualquer hora do dia, acompanhado por

sintomas.

Neste trabalho, a divisdo dos animais em grupos experimentais, foi baseada
na glicemia capilar em jejum, sendo considerado controles, os ratos com glicemia
entre 60 a 100 mg/dl, ratos diabéticos com glicemia acima de 250 mg/dl e diabéticos
que receberam tratamento com insulina, no intervalo de 60 a 150 mg/dl. Os animais

gue nédo estavam dentro deste padrdo estabelecido, foram descartados do estudo.

A Figura 6 mostra os niveis glicémicos dos ratos apés 15 dias de experimento
(controles, 82,82 + 1,24 mg/dl; diabéticos, 405,74 + 23,35 mg/dl; diabéticos tratados
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com insulina, 103,72 + 6,79 mg/dl), evidenciando o sucesso do protocolo
estabelecido. Lembrando que, no inicio do tratamento, os ratos DTI tinham glicemia
de 415,68 + 14,86 mg/dl (Fig.5).

500 A
* B controles (n = 37)
T * [ diabéticos (n = 35)
@ DTl (n = 25)
400 ~
2 300 A
E
@
S
]
£ 200 -
O]
100 H~
0

Figura 5 - Comparagao das glicemias dos ratos no 2° dia apos a indugéo
do diabetes e 1° dia do tratamento com a insulina. Dados expressos
como média * erro padrao da média. *p<0,05 ao comparar com o controle.

Ha vérios trabalhos que citam as médias glicEmicas de seus modelos experimentais,
porém o modelo animal, o tipo e a quantidade da droga diabetogénica, entre outras
caracteristicas, sdo diferentes. Soltani, Keshavarz e Dehpour (2007), observaram
que seus ratos Wistar controle tinham glicemia de 126 mg/dl e o grupo de ratos
considerados diabéticos (por estreptozotocina, apos dez dias da inducéo)
apresentaram média glicémica de 297 mg/dl. Plaza, 1993, considerou diabéticos os

ratos com glicemia superior a 400 mg/dl.
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Figura 6 - Comparagao da glicemia dos animais no 15° dia apds a indugao do
diabetes. Dados expressos como média + erro padrao da média. * p< 0,05 ao
comparar com controles e diabéticos tratados com insulina (DTI).

Pal, Pal e Madanmohan (2002) utilizaram em seus estudos ratos Wistar e
obtiveram glicemias de 64,9 £ 1,72 mg/dl em ratos sadios, e de 331,4 + 3,47 mg/dl
em ratos diabéticos..

Devido a dificuldade de encontrar um artigo que estabeleca o intervalo
glicémico para ratos Wistar controles e diabéticos, baseamos as glicemias dos

animais utilizados neste trabalho, em glicemias humanas.

As Figuras 7 e 8 mostram, respectivamente, a massa corporal dos ratos apés
15 dias de experimento e a variacdo da massa corporal durante o periodo
experimental.

Enquanto a massa corporal dos diabéticos, ao final do experimento, foi de
184,33 + 3,45g, os animais controles e os diabéticos tratados com insulina
apresentaram massa corporal de 233,96 + 3,239 e 248,15 + 4,65g, respectivamente
(Fig. 7).

A avaliagdo da variacdo da massa corporal durante o periodo experimental

mostra que os ratos diabéticos emagreceram, em média, 6,1 + 3,84g. Os animais
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controle e os diabéticos tratados com insulina, aumentaram suas massas em 36,34 +

1,89 e 43,32 + 3,79¢, respectivamente. (Fig. 8).

Ja foi citado na literatura que os animais diabéticos apresentam menor ganho
de massa corporal quando comparados a animais controle (PATEL, 1983; WILKE e
HILLARD, 1994; CHAN et al, 2002; CHAN et al, 2005), o que foi confirmado em
nossos experimentos. A massa corporal dos ratos diabéticos foi significativamente
menor, 21,21%, enquanto que nos ratos diabéticos que receberam tratamento com

insulina ela foi 6,07% maior (diferenca nao significativa).

300 7 EE controles (n = 43)

[ diabéticos (n = 35)
I DTl (n=24)

250 A

200 A

150 ~

Massa (g)

100 -

50 ~

Figura 7 - Massa corporal apés 15 dias de inducdo do diabetes. Dados
expressos como média + erro padrao da média. * p< 0,05 ao comparar
com controles e diabéticos tratados com insulina (DT]I).

A Figura 9 mostra a comparacdo das massas das glandulas adrenais

(somatorio das massas das glandulas direitas - GD e esquerdas - GE).
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-20 - Figura 8 - Variagdo da massa corporal apés 15 dias da indugao do diabetes de
ratos controles, diabéticos, diabéticos/insulina (DI). Dados expressos como
média * erro padrao da média. *p<0,05 ao comparar com controles e diabéticos
tratados com insulina (DTI).
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Figura 9 - Massa das glandulas adrenais (glandulas direitas + glandulas esquerdas)
apos 15 dias da indugéo do diabetes. Dados expressos como média + erro padrao
da média. * p< 0,05 ao comparar com controles e diabéticos.
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Observa-se que ndo héa diferenca significativa na massa das glandulas
adrenais dos ratos controles e ratos diabéticos, 22,35 + 0,43g e 22,68 + 0,669,
respectivamente. Por outro lado, houve aumento significativo da massa glandular

nos ratos diabéticos que receberam tratamento com insulina, 24,14 + 0,679.

Comparando as massas das glandulas esquerda e direita, ndo foi observada
diferenca significativa entre elas (Fig 10).

Ja foi relatado por Kunjara et al. (1992), que em ratos Wistar diabéticos
induzidos por estreptozotocina, ocorre a hipertrofia das glandulas supra-renais. Por
outro lado, Inouye e colaboradores, 2004, mostraram que o diabetes nao afeta a
massa supra-renal de ratos Sprague-Dawley. Nas nossas condi¢fes experimentais,

o diabetes ndo afetou a massa das glandulas supra-renais.

O aumento significativo das glandulas adrenais dos ratos DTI pode ter
ocorrido devido a diversos fatores. J& foi demonstrado que as células cromafins da
glandula supra-renal possuem receptores para fatores de crescimento similares a
insulina e insulina (DAHMER e PERLMAN, 1988; KVETNANSKY et al., 1997). Os
fatores de crescimento similares a insulina, IGFs (insulin-like growth factors), sédo
horménios polipeptideos relacionados com a estrutura e funcdo da insulina. In vitro,
a atividade mitogénica da IGF | e IGF Il sdo similares a insulina. In vivo, IGF |
mimetiza o efeito do hormonio de crescimento (HASELBACHER et al,1986). Burner,

et al. (2002) também afirma que a insulina tem efeito mitogénico semelhante a IGF.

Ross et al. (2007) demonstraram que a injecdo de IGF durante o periodo
fetal, ndo provocou aumento no feto, porém aumentou significativamente as suas
glandulas adrenais. Frodin e Gammeltoft (1994) também observaram que IGF esta

relacionado com o crescimento das células cromafins.

47



Massa (9)

Massa (g)

Massa (9)

30 q

25 A

20 A

15 4

10 4

I controle - GD (n = 39)
[ controle - GE (n = 39)

30 1

25 A

15 A

10 4

I diabético - G
[ diabético - G

D (n = 30)
E(n=31)

Figura 10 — Comparacgédo da massa das glandulas
adrenais direitas (GD) e esquerdas (GE), entre os
ratos controles (A), ratos diabéticos (B) e ratos
diabéticos que receberam tratamento com insulina
(C).Dados expressos como média * erro padréo
da média.
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Além disso, Dijik, Tanswell e Challis (1988) mostraram em células fetais
adrenais in vitro que IGF Il associado a insulina, promove atividade mitogénica da
glandula adrenal e, que IGF Il na auséncia da insulina, perde a funcdo mitogénica.
Isso nos permite supor que o aumento significativo das glandulas adrenais dos ratos
diabéticos que receberam tratamento com a insulina pode ter ocorrido devido a acao

mitogénica da insulina.

4.4 Determinacdo dos niveis séricos de frutosamina, triglicerideos e do

colesterol e suas fracdes

As dosagens dos niveis séricos de frutosamina, triglicerideos e do colesterol e
suas fracOes, foram feitas para avaliar o efeito do diabetes sobre estes parametros e
a eficacia do tratamento com insulina para reverter as possiveis mudancgas causadas

pela doenca.

A Tabela 1 apresenta os valores médios e o erro padrdao da média do perfil
lipidico e niveis de frutosamina de ratos Wistar no final do periodo experimental (15

dias e, no grupo DTI, 13 dias de tratamento com insulina NPH humana).

Ratos controles Ratos Ratos DTI
diabéticos
(n=8) (=8 (n=8)

Colesterol total 73,13 £ 3,35 60,13 + 3,62 * 70,88 £+ 4,09
HDL 29,50+ 2,24 24,50 + 1,64 ** 34,13 + 3,36

LDL 24,75 +2,13 11,63+ 190 * 17,50 + 4,30
VLDL 18,88 + 1,38 24,00+ 1,45 # 19,13 + 1,17
Triglicerideos 95,88 + 6,93 115,38+ 7,91 97,75 £ 6,10

Frutosamina 299,50 + 20,33 307,38 + 20,92 234,63 £ 20,77 #

Tabela 1: O efeito do diabetes sobre os niveis séricos de frutosamina, triglicerideos
e do colesterol e suas fragcdes. Os valores sdo expressos como média + erro padrao
da média e em mg/dl. * p< 0,05 ao comparar com 0s animais controles; ** p < 0,05
ao comparar com os ratos DTI; # p<0,05 ao comparar com 0s demais grupos
experimentais.
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Os niveis de colesterol total, VLDL e triglicerideos do grupo controle sdo muito
parecidos aos apresentados pelos ratos Wistar utilizados em pesquisa na
Universidade Federal de Sdo Paulo, Unifesp (ANDERSEN et al., 2004). Os ratos da
Unifesp apresentam colesterol total de 62,8 £ 13 mg/dl (os nossos 73,13 + 3,35
mg/dl), VLDL de 19,9 + 5,1 mg/dl (os nossos 18,88 + 1,38 mg/dI) e triglicerideos de
83,7 £ 11 mg/dl (os nossos 95,88 + 6,93mg/dl). Ja os niveis de HDL e LDL s&o mais
baixos do que os dos nossos animais, respectivamente, 16,2 + 4,9 mg/dl e 15,3 + 8,3
mg/dl nos animais da Unifesp e 29,50 + 2,24 mg/dl e 24,75 £ 2,13 mg/dl nos nossos.
Eles obtiveram estes resultados com ratos machos de 90 dias e 0S nossos
resultados foram obtidos com ratos machos de 75 dias.

Comparando o0s nossos diferentes grupos experimentais, o0s resultados
mostram que dos seis parametros avaliados, trés deles foram significativamente
modificados pelo diabetes (colesterol total, LDL e VLDL). O diabetes reduziu em
17,78% os niveis de colesterol total e em 53,01% os niveis de LDL e aumentou em
27,12% os niveis de VLDL. Estas variacGes foram revertidas pelo tratamento com
insulina. O tratamento com insulina afetou os niveis de frutosamina, reduzindo-os
significativamente. Os animais tratados com insulina apresentaram reducdo de

21,66% nos niveis de proteinas glicadas.

Nao houve diferenca significativa nos niveis de HDL, triglicerideos e

frutosamina entre os animais controle e diabéticos.

Sabe-se que 0 metabolismo das lipoproteinas no diabético € influenciado pela
insuficiéncia de insulina, uma vez que as enzimas lipoproteinolipases sao
dependentes de insulina. Em humanos, os pacientes com doses inferiores a sua
necessidade diaria de insulina vao apresentar elevacfdes nas fracbes do colesterol
(LDL e VLDL). Estas elevacbes podem ser revertidas desde que 0s niveis de
insulina sejam normalizados por um periodo de pelo menos um més (MERRIN et al.,
1994; FEILLET et al., 1998).

Castro et al. (2000), verificaram em seu trabalho aumentos significativos nos
niveis de LDL, HDL e de colesterol total nos pacientes diabéticos, ndo havendo,
porém, diferencas significativas nos niveis de VLDL e de triglicerideos quando
comparado com os de pessoas saudaveis. Também foi observado um aumento
significativo nos niveis de colesterol (KHAWALI, ANDRIOLO e FERREIRA, 2003) e
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de LDL (SIQUEIRA, ABDALLA e FERREIRA, 2006) em pacientes diabéticos do tipo
1 descompensados.

Dados opostos aos citados acima, foram observados por Martinez (2003).
Este observou uma diminuicdo dos niveis de HDL e um aumento dos niveis de

VLDL e triglicerideos em pacientes diabéticos.

Lerco et al. (2003) mostraram em seus experimentos com ratos alogénicos
diabéticos por aloxana, um aumento significativo nos niveis de HDL, ndo havendo

diferenca significativa no perfil de triglicerideos e colesterol total.

Nogueira-Junior et al. (2005) mostraram em seu trabalho com ratos Wistar
fémeas diabéticos por estreptozotocina, aumentos significativos nos niveis de

triglicerideos e colesterol total, quando comparados aos ratos controle.

Babaei—Jadidi et al. (2004) utilizaram ratos Sprague — Dawley diabéticos por
estreptozotocina (55mg/Kg peso do animal) e observaram aumento significativo nos
niveis de colesterol total e de triglicerideos. Além disso, os niveis de HDL diminuiram

significativamente.

Zhu et al. (2005) utlizaram ratos Sprague — Dawley diabéticos por
estreptozotocina e observaram que ndo havia diferenca significativa nos niveis de

LDL, HDL e triglicerideos ao comparar com ratos controle.

Newairy et al. (2002) utilizaram ratos Sprague — Dawley diabéticos por
aloxana (120 mg/Kg peso do animal) durante quatro semanas e observaram que
houve aumento significativo nos niveis de colesterol total, triglicerideos, LDL e VLDL

(p < 0,05). Apenas os niveis de HDL foram reduzidos significativamente.

Kusmanova et al. (2007) utilizaram ratos Wistar diabéticos por
estreptozotocina (50 mg/Kg peso do animal) e observaram que houve aumento de
triglicerideos, colesterol total e LDL, porém este aumento sé foi significativo nos
niveis plasmaticos de triglicerideos. Houve também reducdo de HDL, mas nao

significativa.

Soltani, Keshavarz e Dehpour (2007) utilizaram ratos Wistar diabéticos por
estreptozotocina (40 mg/Kg peso do animal). Os animais foram divididos em dois
periodos experimentais, sendo um com duracédo de dez dias (denominado diabetes

agudo) e o outro com duracgéo de oito semanas (denominado diabetes cronico). Nao
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houve diferenca significativa nos niveis plasméticos de triglicerideos, colesterol total,
HDL, LDL e VLDL entre os ratos controle e os ratos com diabetes agudo. Por outro
lado, nos ratos com diabetes cronico, houve aumento significativo no perfil lipidico,

guando comparado aos ratos controle e ratos com diabetes agudo.

Souza (2007) utilizou ratos Wistar diabéticos por estreptozotocina (60 mg/Kg).
Observou que os niveis plasmaticos de triglicerideos dos ratos diabéticos
aumentaram significativamente ao comparar com ratos controles. Por outro lado,

nao houve diferenca nos niveis de colesterol total.

Castro et al. (2000) e Khawali, Andriolo e Ferreira (2003) mostraram aumento
significativo nos niveis de colesterol total em pacientes diabéticos e Nogueira-Junior
et al. (2005), Babaei-Jadidi et al. (2004) e Newairy et al. (2002) confirmam este
dado, utilizando ratos diabéticos. Por outro lado, Lerco et al. (2003), Soltani,
Keshavarz e Dehpour (2007) e Souza (2007) mostraram que nao havia diferenca

significativa, neste parametro, entre diabéticos e ndo diabéticos.

Apesar das divergéncias entre os trabalhos, 0os nossos resultados estdo de
acordo com Zhu et al. (2005), Kusmanova et al. (2007) e Soltani, Keshavarz e
Dehpour (2007), em que ndo ha diferenca significativa nos niveis de HDL entre

controles e diabéticos.

Os niveis de VLDL foram significativamente maiores nos ratos diabéticos em
comparacao aos animais controle. Estes dados confirmam o que foi observado em
pacientes diabéticos (MARTINEZ, 2003) e em ratos Sprague-Dawley (NEWAIRY et
al., 2002).

Em relacdo aos niveis de triglicerideos, ndo ha diferenca estatistica entre os
NOSS0S grupos experimentais, corroborando os resultados obtidos por Castro et al.
(2000), Lerco et al. (2003), Zhu et al. (2005) e Soltani, Keshavarz e Dehpour (2007).

Apenas no nosso trabalho houve reducado significativa dos niveis de LDL.
Castro et al. (2000) e Siqueira, Abdalla e Ferreira (2006) observaram aumento em
pacientes diabéticos, confirmando os dados de Newairy et al. (2002) que utilizou
ratos. Enquanto Kusmanova et al. (2007) e Soltani, Keshavarz e Dehpour (2007) que
utilizaram ratos Wistar, ndo observaram diferenca significativa. Por outro lado, Merrin
et al. (1994) e Feillet et al. (1998) mostraram que pacientes que controlam 0s niveis

glicémicos com insulina exdgena normalizam os niveis de LDL. Os nossos dados
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confirmam este dado, pois ndo ha diferenca significativa entre ratos controles e ratos
DTI.

Os nossos dados diferem da maioria dos autores também com relacdo ao
efeito do diabetes sobre os niveis de colesterol total, que nos nossos experimentos
foram reduzidos pela doenca. Por outro lado, observa-se semelhanga nos niveis
plasmaticos do colesterol de nossos ratos diabéticos com os ratos diabéticos de
Souza (2007) (utilizamos o0 mesmo modelo experimental, porém ela utilizou 60mg de
STZ por quilo do animal). As médias foram 60,13 + 3,62 mg/dl, enquanto Souza
(2007) encontrou a média de 60 + 4 mg/dl.

N&o temos clareza do porqué das divergéncias dos nossos resultados de
colesterol total e LDL. S&0 necessarios mais experimentos para esclarecer esta

guestao.

Estes resultados mostram que o perfil lipidico apresentado pelos animais
controle é similar ao de animais utilizados por outros grupos de pesquisa e que 0
tratamento com insulina foi eficaz na reversdo das variacbes causadas pelo

diabetes.

A dosagem de frutosamina no soro, juntamente com a hemoglobina glicada, é
empregada para monitorar o controle de tratamento dos diabéticos. Assim, quanto

maior for o nivel de frutosamina, maior serd o descontrole glicémico.

Considerando que altos niveis de frutosamina sdo um indicio de descontrole
metabdlico, quando comparamos os ratos diabéticos e ratos DTI, percebe-se que o
tratamento com insulina teve sucesso, ja que os niveis de frutosamina de ratos DTI
foram reduzidos significativamente ao comparar com ratos diabéticos sem
tratamento. Mas, diferente do esperado, os niveis de frutosamina foram similares
entre animais controle e diabéticos. Nos parece que a melhor explicacéo para isto é
que a duracdo do experimento (15 dias) ndo é o suficiente para determinar o
aumento significativo dos niveis de proteinas glicadas nos animais diabéticos. E

necessario testar esta possibilidade.

A comparagdo dos nossos resultados mostra que, a excecdo de colesterol

total e LDL, estdo de acordo com os obtidos por outros grupos de pesquisa.
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4.5 Analise da sintese de catecolaminas: contetdo total e expressdo de

tirosina hidroxilase

A analise da quantidade de catecolaminas mostrou que, em termos absolutos,
as glandulas supra-renais dos animais diabéticos sem tratamento com insulina
contém menos catecolaminas (reducédo de 21,12%, p< 0,05) do que as glandulas do

grupo controle e que isto é revertido pelo tratamento com insulina (reducdo de
10,9%, nao significativa) (Fig 11).

Este resultado confirma resultados prévios obtidos em nosso laboratério e
mostra, pela primeira vez, que o tratamento com insulina normaliza o efeito do
diabetes sobre o conteudo total de catecolaminas, ou seja, ndo ha diferenca
significativa no contelddo total de catecolaminas entre ratos controle e ratos
diabéticos que receberam tratamento com a insulina. E é um indicio de que, em
nossas condi¢cdes experimentais, o diabetes reduz a sintese de catecolaminas ap6s
15 dias da instalacdo da doenca. Esta reducéo pode ser consequiéncia de falhas na

via de sintese de catecolaminas.
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Figura 11 - Efeito do diabetes sobre o contetudo total de catecolaminas
apo6s 15 dias da indugéo da doenga. Os valores estao expressos como
média % erro padrdo da média. *p < 0,05 ao comparar com os ratos

controles e diabéticos que receberam tratamento com insulina (DTI).
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Na tentativa de explicar o efeito do diabetes e do tratamento com insulina
sobre o conteudo de catecolaminas nas glandulas supra-renais, analisamos a
expressdo de tirosina hidroxilase (TH), primeira enzima da via de sintese de
catecolaminas e considerada por alguns autores como a reguladora de todo o
processo (MARLEY e TOMSON, 1996). J& se demonstrou anteriormente que a
glicose em altas concentracdes tem efeito inibidor sobre a expressao da enzima em
culturas de células de medula adrenal (GARCIA, 1998). Em nosso modelo
experimental, esse efeito ndo foi observado nos ratos diabéticos. Embora a
expressdo de TH tenha decaido 15,60%, esta reducdo ndo foi estatisticamente
significativa (Fig. 12). Isto mostra que a redugdo no conteudo de catecolaminas
descrita acima ndo é consequéncia da diminuicdo da expressdo de TH. Sugerimos,
entdo, duas possibilidades para explicar a reducdo do conteudo total de
catecolaminas. Primeiro, aumento da secrecdo de catecolaminas, diminuindo o0s
seus estoques. Nao acreditamos que seja este o caso, jA que, como discutido a
seguir, tanto a secrecdo basal como a estimulada por altas concentracdes de
potassio e carbamilcolina é menor nos animais diabéticos. E isto, em condicfes
normais, ativaria todo o processo de sintese de catecolaminas. Outra possibilidade é
a modificacdo da atividade de TH. Tirosina hidroxilase tem varios sitios de
fosforilacdo e a adicdo de grupos fosfato € determinante para a sua atividade
(DUNKLEY et al., 2004). Desta forma, sugerimos que a reducao do conteudo total
de catecolaminas em ratos diabéticos é causada pela diminuicdo da atividade de
TH.

Ndo podemos descartar a possibilidade de alguma acdo da insulina
diretamente sobre as células cromafins. Ha trabalhos que mostram que a insulina
tem acado direta sobre as células cromafins e outros que divergem guanto a esta
acdo (KVETNANSKY et al.,, 1997; DE ARAUJO E SOUZA, GARCIA e MATHIAS,
1999). E importante repetir que ja foi demonstrada a existéncia de receptores para a
insulina nestas células (KVETNANSKY et al., 1997). Também ¢é necessario notar
que a insulina e as catecolaminas tém momentos de agéo e efeitos antagdnicos no
metabolismo da glicose (CRYER, 2001) e, por isso, era de se esperar efeito inibitorio

sobre a secrec¢ao e, consequentemente, sintese de catecolaminas.

Os ratos diabéticos tratados com insulina, diferente dos que nao foram

tratados, apresentaram tendéncia de aumento na expressao de TH mas, também, a
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diferenca com a relacdo aos animais controle ndo foi significativa (+ 12,97%). Efeito
similar foi observado por Inouye e colaboradores (2006).

Estes resultados demonstram que nem a reducdo do estoque de
catecolaminas observada nos diabéticos e nem a sua recuperacéo pelo tratamento

com insulina sao reguladas pela modificacdo da expresséo de tirosina hidroxilase.
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Figura 12 - Efeito do diabetes e do tratamento com insulina exégena sobre a
expressao de tirosina hidroxilase (TH). Dados expressos como média + erro
padrao da média.

4.6 Andlise da secrecao de catecolaminas

A Figura 13 mostra a secrecdo basal de catecolaminas dos grupos
experimentais apos 15 dias da indugéo do diabetes. Os ratos diabéticos com ou sem
tratamento com insulina,apresentaram reducao significativa na secrecao basal, que
foi, respectivamente, 37,3% e 24,3% menor do que a encontrada nos animais do
grupo controle. A secrecao basal dos ratos DTI também foi significativamente menor

do que a dos animais diabéticos sem tratamento com insulina, reducgéo de 17,16%.

A secrecdo em resposta a altas concentracbes de potassio foi
significativamente menor tanto nos ratos diabéticos sem tratamento, como nos ratos

que receberam tratamento com insulina. Apoés 15 dias da inducdo do diabetes a
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secrecdo dos ratos diabéticos foi reduzida em 42,28% e a dos diabéticos tratados
com insulina em 48,84% quando comparados ao controle (Fig. 14).

6 - I controles (n = 39)
[ diabéticos (n = 42)
B DTl (n = 40)

Secregao basal (% do total)
w

Figura 13 - Comparagao da secre¢ao basal dos grupos experimentais. Dados
expressos como meédia * erro padrdo da média. *p < 0,05 ao comparar com
os ratos controles; # p < 0,05 ao comparar com os ratos diabéticos.

A secrecdo de catecolaminas estimulada por 50 uM de carbamilcolina
também foi menor nos ratos diabéticos sem e com tratamento com insulina. Apés 15
dias da instalacéo da doenca, a secrec¢ao dos ratos diabéticos e ratos DTI foi 28,9%

e 36,8% menor que a dos ratos controle, respectivamente (Fig. 15).

Ao contrario dos experimentos de estimulacdo da secre¢cdo com potassio e
carbamilcolina, a resposta a estimulacdo com cafeina foi similar nos trés grupos
experimentais (Fig. 16). Enquanto os ratos diabéticos sem tratamento secretaram
1,64% a menos que os controles, os ratos DTI secretaram 2,27% a mais que 0S

controles.
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Figura 14 - Efeito do diabetes e do tratamento com insulina sobre a secregéo estimulada
por 30 mM de potassio apds 15 dias da indugao da doenca.Dados expressos como média
+ erro padrao da média. * p<0,05 ao comparar com os ratos controles.

Assim, o0s resultados que apresentamos mostram que o diabetes,
independentemente do tratamento com insulina, reduz a secrecao de catecolaminas
basal e a estimulada por potassio e por carbamilcolina. E importante notar que os
resultados sdo apresentados como percentual de secrecdo com relagdo ao contetdo
total de catecolaminas das glandulas supra-renais. Isto significa que no caso dos
animais diabéticos que ndo foram tratados com insulina, nos quais o conteudo total
foi significativamente reduzido (reducdo de 21,12%), a reducdo da secrecédo € ainda
maior. Isto porque estes animais secretam percentualmente menos catecolaminas

de um pool que ja € menor.

A excecdo foram os experimentos de secrecdo estimulada com cafeina, nos

quais a resposta foi igual em todos os grupos.

J& foi mostrado que o diabetes reduz a secrecdo basal de catecolaminas
(CHAN et al., 2001), mas é a primeira vez que ¢ relatado o efeito do diabetes sobre
a secrecao de catecolaminas em resposta a estimulos diretamente sobre as células

cromafins, sem a interferéncia de outros componentes.
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Figura 15 - Efeito do diabetes e do tratamento com insulina sobre a secregéo
estimulada por 50uM de carbamilcolina apds 15 dias da indug¢éo do diabetes.
Dados expressos como média + erro padrao da média. *p < 0,05 ao comparar
com os ratos controles.
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Figura 16 - Efeito do diabetes e do tratamento com insulina sobre a secre¢ao
estimulada por 25mM de cafeina apds 15 dias da indugao do diabetes.Dados
expressos como meédia + erro padrao da média.
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O primeiro trabalho a demonstrar o papel chave do calcio na secregcdo de
catecolaminas em células cromafins foi 0 dos pesquisadores Douglas e Rubin (1961)
em glandulas adrenais de gato estimulada por acetilcolina. A acetilcolina é o
estimulador fisiolégico das células cromafins e se liga a receptores nicotinicos e
muscarinicos e aumenta a concentracdo de calcio citoplasmatico (ZAIKA et al.,
2004).

As células cromafins possuem em suas membranas plasmaticas, diversos
tipos e subtipos de canais de célcio que permitem a sua entrada (ARTALEJO, 1995;
GARCIA et al.,, 2006). A causa deste influxo de ions célcio €, principalmente, a
estimulacdo nicotinica que provoca a despolarizacdo da membrana disparando um
potencial de acéo e posterior abertura de canais de Ca®" dependentes de voltagem.
O aumento citosolico de calcio € um sinal para a exocitose de catecolaminas
(CHEEK e BARRY,1993; AUNIS, 1998; GARCIA et al., 2006).

Além disto, as células cromafins tém ao menos dois pools de célcio
intracelulares: um sensivel ao fosfatidilinositol (IP3) e o outro sensivel a rianodina,
gue se liga aos canais de célcio do reticulo sarcoplasmatico da célula muscular
(ENDO, 1977; CHEEK et al, 1991, STAUDERMAN, MCKINNEY e MURAWSKY,
1991).

O pool de célcio sensivel a rianodina é mobilizado por célcio, que pode ser
proveniente do meio extracelular (O’'SULLIVAN et al., 1989) ou da mobilizagdo de
outro pool intracelular (STAUDERMAN, MCKINNEY e MURAWSKY, 1991). Este
pool também é mobilizado por cafeina (CHEEK et al, 1991).

A cafeina induz aumento da concentracdo citoplasmatica de calcio, ion
liberado do reticulo endoplasmatico (ALONSO et al, 1999; CHEEK et al, 1991).

A reducdo da secrecdo de catecolaminas nos ratos diabéticos em resposta a
estimulacdo com potassio e carbamilcolina pode ser consequéncia de diversos
fatores. Os nossos resultados mostram que apesar dos ratos DTI apresentarem
contetdo de catecolaminas similar ao do grupo controle, a secre¢éo foi afetada de
forma semelhante em resposta aos dois secretagogos. Assim fica claro que a
reducdo do conteudo total de catecolaminas ndo é o fator determinante para ocorrer

a reducdo na secrecao de catecolaminas. Isto também é confirmado pela reducéo
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da secre¢do basal dos dois grupos de animais diabéticos. Esta reducdo foi bem
maior do que a reducao do conteudo total de catecolaminas.

Altas concentracdes de potassio induzem a secrecdo de catecolaminas por
provocar, diretamente, a despolarizacéo e abertura de canais de Ca®* da membrana

plasmética e posterior influxo do ion (GARCIA et al.,1995).

A carbamilcolina € um anélogo sintético da acetilcolina e age se ligando aos
receptores de membrana deste neurotransmissor, que Sao receptores do tipo
associados a canal de Na* (ARTALEJO, 1995). A ligacdo de carbamilcolina provoca
a abertura destes canais, posterior influxo de Na® e consequente despolarizagéo,
abertura de canais de Ca®* e entrada deste jon (ARTALEJO, 1995; GARCIA et al.,
2006).

Ha diversos trabalhos, em diferentes modelos animais e tipos celulares,
mostrando que o diabetes afeta o influxo de Ca**. S&o reportados casos de reducéo
e aumento da entrada de Ca?. As causas apontadas para estes efeitos sdo
diversas: producdo de imunoglobulinas autoimunes que afetam o funcionamento de
proteinas G que regulam canais de Ca®", modificacdo dos niveis basais de Ca?*
citoplasmatico e reducéo do influxo via canais do tipo L (RISTIC et al., 1998; HALL
et al., 2001; ADVANI, MARSHALL e THOMAS, 2004; BRACKEN et al., 2004; ROSE,
EFENDIC e RUPNIK, 2007). O fluxo de outros ions também sdo afetados pela
doenca (IMAHASHI et al., 1998; ROMANO et al., 2002).

Desta forma, considerando que os secretagogos utilizados neste trabalho tém
em comum a acgado despolarizante e que a reducdo da secrecdo em resposta ao
potdssio e ao CCh é similar, sugerimos que esta reducdo na secrecao de
catecolaminas € conseqUéncia de falhas nos processos elétricos associados a
despolarizacdo da membrana plasmatica ou nas vias de sinalizacdo disparadas por

esta despolarizagéo.

Os resultados obtidos nos permitem supor que o diabetes nédo afeta a

homeostase dos pools intracelulares de célcio mobilizados por cafeina.

E necesséario, também, discutir particularmente os resultados obtidos com
ratos DTI. Esperavamos que o tratamento com insulina recuperasse a capacidade
secretoria das células cromafins, o que ndo ocorreu. Isto mostra que, a despeito de

restabelecer os niveis glicémicos normais e o conteludo de catecolaminas, o
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tratamento com insulina ndo é suficiente para normalizar a secrecao nestes animais.
Isto permite algumas explicacdes: O diabetes provoca danos irreversiveis nas
células cromafins; a estreptozotocina, droga utilizada para induzir o diabetes,
provoca danos no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) ou a insulina reduz a

secrecéo de catecolaminas.

E preciso lembrar que estes animais comegam o tratamento com insulina ja
no segundo dia apos a inducdo da doenca. Por isso, nos parece pouco provavel que
a causa das falhas secretérias observadas seja consequéncia da instalacdo da

doenca.

Quanto a acéo da insulina, como comentado acima hé trabalhos que mostram
seu efeito e outros o contrario (KVETNANSKY et al., 1997; DE ARAUJO E SOUZA,
GARCIA e MATHIAS, 1999). De Araujo e Souza e colaboradores mostraram que a
insulina ndo induz a secrecéo de catecolaminas em medula isolada de ratos Wistar
normais. Kvetnansky e colaboradores, 1997, trabalhando com fatias de medula de
rato mostraram que a estimulacdo, por 10 minutos, com baixas concentracfes de
insulina (0,02 a 1,0 pug/ml) ndo tinha efeito sobre a secrecdo de catecolaminas,
enquanto que 5 e 10 ug/ml de insulina a aumentavam significativamente. Com
relacdo a estes resultados, sdo necessarias algumas consideracfes. A primeira,
com relacdo as concentracfes de insulina. Os préprios autores reconhecem que as
concentracbes com efeito estimulatério sdo suprafisiologicas. E, considerando que
estas células possuem receptores para IGF e que a estimulacdo destes receptores
estimula a secrecao de catecolaminas, uma possibilidade de explicacdo para estes
resultados € que o efeito insulina seja consequéncia da sua interacdo com estes
receptores. Outro aspecto a ser considerado é que neste trabalho as glandulas
supra-renais também foram estimuladas por 120 minutos com insulina. Nesta
situacado, a secrec¢do estimulada por 5ug/ml foi totalmente inibida e a estimulada por
10 ug/ml foi similar para adrenalina e reduzida para a noradrenalina (KVETNANSKY
et al., 1997). Isto quer dizer que com o aumento do tempo de estimulacéo a insulina

teve seu efeito estimulatério reduzido.

Chan et al. (2001, 2002) mostraram que o diabetes reduzia a secre¢édo basal
de adrenalina e que isto era revertido pelo tratamento com insulina. Nestes animais
o tratamento foi feito com a implantagdo de bombas de insulina, o que permitia um
controle mais refinado dos niveis glicémicos.
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Também hé varias descri¢cbes do efeito da insulina sobre o eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal e foi demonstrado que o diabetes aumenta a sua atividade
(KVETNSNSKY et al., 1997; CHAN et al., 2001, 2002, 2006; INOUYE et al., 2004).
Os autores sugerem que esta disfuncéo é a responsavel pela reducdo na secrecao
de catecolaminas observada nos diabéticos; disfuncéo esta corrigida pelo tratamento
com insulina. Mas, nos casos em que foi analisado, o tratamento com insulina
restabeleceu a secrecéo basal de catecolaminas, mas nao a resposta a situacoes de
hipoglicemia recorrentes, ou seja, mesmo restabelecendo o funcionamento do eixo,
isto ndo é suficiente para recuperar a resposta secretoria da medula supra-renal
(CHAN et al., 2002; INOUYE et al., 2004). Um dos artigos mostrou que nem todos os
parametros marcadores da atividade do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA)

eram corrigidos pelo tratamento com insulina (CHAN et al., 2001).

Assim, 0s nossos resultados sugerem que as falhas na secrecdo de
catecolaminas causada pelo diabetes podem ser consequéncia de problemas nos
processos elétricos associados a secrecdo e/ou no eixo hipotadlamo-pituitaria-
adrenal. E a ineficacia do tratamento com insulina para reverter as disfuncdes
observadas € consequéncia das falhas inerentes ao tratamento com injecdo de
insulina exdgena, que provoca momentos de alta e de baixa concentracdo de
insulina circulante e da recuperacao parcial do eixo HPA. A reducéo do conteudo de
catecolaminas pode contribuir para o fenbmeno, mas certamente ndo é
determinante. A despeito de ser um modelo amplamente usado, e de ndo termos
encontrado qualquer artigo que descreva algo nesse sentido, o que é reafirmado por
outros autores (CHAN, 2001), ndo podemos descartar uma possivel acdo toxica da

estreptozotocina diretamente sobre o eixo HPA.

Resumindo, mostramos que o diabetes reduz o contetdo de catecolaminas
na glandula supra-renal e confirmamos que a secre¢do basal destes horménios &

7z

reduzida nos individuos doentes. Pela primeira vez é mostrado que a resposta a
secretagogos que agem via membrana plasmatica também é reduzida. E,
finalmente, mostramos que o tratamento com insulina ndo é suficiente para
restabelecer a resposta secretoria, 0 que responde a pergunta titulo deste trabalho e
indica que o problema observado nos diabéticos pode n&do ser consequéncia,

exclusivamente, da hiperglicemia.
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5 Conclusodes

e O tratamento com estreptozotocina foi eficiente para induzir o diabetes;

e O protocolo de tratamento com insulina é eficaz no controle glicémico dos ratos

diabéticos;
e O tratamento com insulina restabelece os niveis normais de colesterol total e
fracOes lipoprotéicas LDL e VLDL nos animais diabéticos, corroborando a

eficiéncia do tratamento;

e O conteudo total de catecolaminas é reduzido pelo diabetes e é recuperado pelo

tratamento com insulina;

e A secregao de catecolaminas basal e a estimulada por intermédio da membrana

plasmética é reduzida pelo diabetes;

e O diabetes nao afeta os “pools” intracelulares de calcio sensiveis a cafeina;

e O tratamento com insulina ndo é capaz de recompor 0 processo secretorio nestas

células.
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