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INTRODUCAO



O ser humano passa, diarlamente, por uma sequéncia de acontecimenios na qual o
alimento é ingerido, usado como energia, para reposi¢do estrutural de tecidos e estocado para uma
necessidade subsequente no periodo pés-prandial, principalmente durante o jefum noturno. Um
complexo conjunto de vias melabélicas intracelulares, interrelacionando os vdrios lecidos e
érgdos, é o responsdvel pela utilizacdio desses nutrientes e também pela manutengdo da homeostase
geral do organismo.

Frente a condigdes fisiolégicas diversas a que os individuos sdlo submetidas, vdrios
mecanismos de controle de natureza nutricional, hormonal ou nervosa foram destacados por suas
acdes a nivel metabdlico.

Dentre os fatores hormonais envolvidos na regulacdo do metabolismo humano, a insulina
é, sem duvida o elemento de maior significado, dadas as suas agdes predaminmreméme
anabélicas em vdrios tecidos. Na verdade, é de se esperar que, diante das mais variadas condi¢aes
de estimulo no sentido de satisfuzer as necessidades do organismo, ocorram oscilagdes nos niveis
circulantes desse horménio. '

Nos gltimos anos, vdrios estudas foram realizados usande técnicas variadas { Hellerstrom
- 1964; Malaisse e cols. - 1967; Vecchio e Gonet -1967; Lacy e Kostianovsky - 1967; Malaisse e
cols. - 1968; Lambert e cols. - 1969; Lambert e cols. - 1974;Kikuchi e cols. - 1974; Kuzuya e cols. -
1974; Idahl e cols. - 1976; Davis e Lazarus - 1977; Hedeskov - 1980, Delatre - 1981; Jones e cols. -
1985; Prentki e Matschinsky - 1987; Jones e cols. - 1989; Rajan e cols. - 1990, Hughes e cols. -
1990 ¢ Ashcroft e Hughes 1990} com a finalidade de elucidar o mecanismo secretor de insulina.
Embora haja muito a ser esclarecido, um ponto estd claro hd algumas décadas: a glicose é o mais
importante estimulo fisiologico para a secre¢do de insulina e, quando ha um rdpido aumento na
glicose plasmatica (acima de 100mg/dl) causado por infusdo endovenosa de glicose, observa-se
uma resposta insulinica bifdsica (Porte e Pupo - 1969 e Ward e cols. - 1984). Desta forma, apds um



perfodo de laténcia de 50-100 seg. ocorre um rdpido aumento na secregdlo de insulina retornando a
niveis préximos do basal em 5-10 min. Seguindo-se a esse periodo, ocorre a segunda fase mais
prolongada, que aumenta de maneira gradual e estd relacionada diretamente com a duragdo do
estimulo (nivel elevado de glicose ) (Meissner e Atwater - 1976).

Vérios mecanismos foram aventados para explicar a dindmica da liberagdo de insulina
induzida por glicose (Grodsky e cols. - 1973; Malaisse e cols. - 1974; Meissner - 1976, Schavder e
cols. 1977: Zawalich e cols. -1983, Zawalich - 1985 e Ashcroft e Rorsman - 1990), embora, para se
esclarecer a natureza bifisica da secregdo de insuling, seja necessdria uma melhor compreensdo
do mecanismo molecular que acopla a estimula¢do com a secregdo. O metabolismo da glicose é
Jundamental no mecanismo de secre¢ilo de insulina, e esta é a base do modelo "sitio-substrato”
(Malaisse e cols. - 1976, Malaisse e cols. - 1979, Malaisse - 1983 ¢ Laychock - 1990). Existe,
também, uma relagdo sigmoidal entre a concentragfio extracelular de glicose e a liberagdo de
insulina, assim como para o consume de oxigénio, o conteudo de glicose-6-fosfato, a formagdo de
lactato, a captagdo de 45Ca++ e a atividade elétrica da membrana (Howell e Tyhurst - 1986).

A ligagdo entre o metabolismo de nutrientes e o processo secretorio de insulina poderia,
portanto, ser feita por um metabblito da glicose, ou um dos cofatores gerados durante o seu
metabolismo. A glicose é transportada através da membrana plasmdtica por um processo mediado
por proteina transportadora denominada de "Glut 2" (Bell e cols. - 1990 ¢ Kahn - 1992). Essa
proteina, também encontrada no tecido hepdtico, é um carreador satirdvel e com Km alto (50mM),
o qual ndto representa um passo limitante para o metabolismo da glicose. A glicélise parece ser a
via principal de metabolismo da glicose. A ilhota pancredtica contém hexoquinase com baixo Km
(0,imM), a glicoquinase com aito K (10mM), estando esta éltima presente, lambém, nos
hepatécitos. Desde que o baixo Km da hexoquinase é competitivamente inibide por glicose-6-
fosfato e glicose-1-6-difosfato, a hexoquinase poderia ter um papel na fosforilagdo da glicose, em
concentragdes fisioldgicas desse monossacarideo (Malaisse e Sener - 1985, Malaisse e cols. - 1990
e Lenzen - 1990). Intermedidrios da glicélise foram demonstrados evocando secregdo de insuiina,
como por exemplo o D-gliceraldeido. Assim ¢ posstvel que a disponibilidade ou geragdo de certos
metabélitos durante a glicblise, poderiam agir como cofatores no acoplamento entre a
concentragdo aumeriada de glicose e os eventos distais na regulagdo da secregdo de insulina.

Apesar da importdncia da via glicolitica, a glicose, em alias concentragdes, pode fter
outros destinos metabdlicos na célula f, como conversdo a glicogénio (Kibler e cols. - 1964} e
oxidagdo na via das pentoses-fosfato (Cahill - 1971).



Ashcroft e cols. (1972) demonsiraram que, na célula fi pequena quantidade de glicose ¢é
convertida a glicogénio e que também uma pequena porcentagem desse monossacarideo parece ser
utilizado na via das pentoses (Field ¢ cols. - 1960).

Todavia, Ammon e cols. tém enfatizado a importdncia da via oxidativa na regz:hgao da
secreclo de insulina pela célula j5 (Ammon e Verspohl - 1976, Verspohl e cols. - 1979). Nesses
estudos estabeleceu-se a relacdo entre a concentracdo de glicose e a atividade do "shunt” das
pentoses quando algumas condigbes foram afastadas do meio de incubagdo, como o acumulo de
insulina junto a ilhotas isoladas. Ressaltam ainda, que as condicdes "in vivo" diferem desta
situagdlo gragas a fatores circulatérios que diluem a insulina ao redor da ilhota.

Entretanto, s6 recentemente um estudo procurou caracterizar "in vivo" ¢ em humanos o
papel da via das penltoses no processo de secregilo de insulina (Monte Alegre e cols. - 1991). A
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) ¢ uma importante enzima dessa via cuja deficiéncia foi
descrita hd algumas décadas. Mais de 400 variantes foram caracterizadas por suas propriedades
bioquimicas, porém a caracterizagdo molecular a nivel de DNA demonstra cerca de 30 mutagdes
diferentes, sugerindo que variagdes bioquimicas podem corresponder a uma mesma variante
molecular (Beutler e cols. - 1989; Beutler -1991, Beutler e cols. - 1991 e Weimer e cols, - 1993). O
gene para a G-6-PD estd localizado no cromossomo X, de forma que sua heranca esid ligada ao
sexo. Assim, os homens apresentam a deficiéncia de G-6-PD enquanto que as mulheres podem ser
apenas portadoras. Esse gene para a G-6-PD possui vdrios alelos, dal o grande mimero de
variantes conhecidas atualniente, o que torna esta deficiéncia enzimdtica a doenga mais comum
produzida por polimorfismo genético humano (Beutler e cols. - 1989).

A variante "normal” é designada como tipo B (GdB) e representa a forma mais frequente
da enzima em todas as populacies estudadas. Em individuos da raca negra é encontrada, também,
outra variante conhecida como A (GdA+). Essa enzima ocorre em aproximadamente 20% dos
homens negroides (Beutler - 1983), tem migragdo eletroforética mais rdpida que a enzima normal,
podendo ter uma redugdo de até 20% da atividade funcional (Yoshida e cols. - 1 967).

No Brasil, a frequéncia de deficiéncia de G-6-FD ¢ de aproximadamente 10% na
populagdto masculing negréide e 2% da caucasbide (Ramalho e Beiguelman - 1976). Em algumas
regides do pais, ha frequéncia elevada da variante Africana (A-) ao passo que a variante
Mediterrdnea é restrita aos caucasoides descendentes de italianos (Azevedo ¢ Azevedo - 1974).

A descoberta da deficiéncia de G-6-PD seguiu-se a observagiio de que, na Guerra da
Coréia, no inicio dos anos 50, os soldados negros americanos desenvolviam hemolise explosiva
depois de receber primaquina para tratamento de maldria (Beutler - 1959). Fol demonstrado que
havia uma anormalidade intrinseca da hemdcia, ¢ a hemdlise, que era auto-limitada, dependia



basicamente da idade celular. Numerosos agentes oxidantes foram implicados como agentes
etiolégicos, porém a causa mais comum da hemélise é a infeccdo. A hemdlise pode, também, ser
precipitada por cetoacidose diabética e é exacerbada pela uremia (Beutler e cols. - 1983).

Assim, embora com manifestagdes clinicas limitadas ou ausentes, estudos em pacientes
com deficiéncia de G-6-PD podem fornecer informagdes sobre a importdncia da via das pentoses
em alguns tecidos especificos. Nesse coniexio, alguns experimentos foram relizados, procurando
caracterizar o metabolismo glicidico e a sintese de outros horménios, como o cortisol, nesses
pacientes. _
Estudos anteriores utilizando os testes oral ou endovenoso de tolerdncia & glicose
(Chammugan e Frumin - 1964 ¢ Eppes e cols. - 1966} ou estes testes sensibilizados por cortisona
{Eppes e cols. - 1969) demonstraram que os pacientes com deficiéncia de G-6-FD apreseniavam
niveis glicémicos significativamente mais elevados que os individuos normais.

Em nosso estudo anterior (Monte Alegre e cols. - 1991) pacientes com deficiéncia de G-6-
PD e individuos normais foram submetidos aos lestes de lolerdncia a glicose oral e endavenoso.
Demonstramos niveis glicémicos mais elevados associados a uma redu¢do na fase rdpida de
secrecdo de insulina nos pacientes com essa deficiéncia enzimdtica. Entretanto, uma maneira mais
precisa de se avaliar a fun¢do secretéria da célula p pancredtica é através da quamtificacdo do
peptideo C, uma vez que, esie é secretado com a insulina em concentragdes equimolares
(Rubenstein e cols. - 1969 e Chou e cois. - 1991) e ndo sofre metabolizacdo hepdtica como a
moléeula de insulina (Polonsky e cols. - 1986, Eaton e cols. - 1 980), além de possuir meia vida de
11,1 min., enquanto que a da insulina é de 4,8 min. (Horwitz e cols. - 1973).

Assim, segue o 1° objetivo deste estudo : avaliar a secrecdo de insulina em pacientes com
deficiéncia de G-6-PD utilizando-se um fndice mais preciso como a dosagem de pept{dea‘C apds
estimulo glicldico endovenoso.

Uma outra vantagem em se determinar os niveis de peptideo C ¢ que a relagdo
insulina/peptideo C nos permite calcular a extragdo hepdtica de insulina que, também, constou dos
objetivos desse estudo. Todavia, outros substratos metabdlicos podem agir sobre as células [ das
ilhotas de Langerhans estimulando a secregdo de insulina. Deste modo outros carbotdratos, alguns
aminodcidos, corpos cetonicos, dcidos graxos e, também, fatores neurcohormonais regulam a
Jungdo secretdria. _

Entre os aminodcidos a L-arginina é citada por seus efettos sobre a secre¢do de insulina e
a sua deficiéncia estd associada a insulinopenia e falha em secretar insulina em resposta & glicose
Mulloy e cols. - 1982). A L-arginina é comumente metabolizada nos tecidos incluindo a ilthota
pancredtica, embora seu mecanismo de a¢do como substdncia estimulante da secre¢do de insulina



ndlo esid totalmente elucidado. Vdrios mecanismos foram propostos na tentativa de explicar o efeito
da L-arginina sobre a célula f: desde alteragdes na carga e pH intracelulares, estimulagdo de
canais de Ca+? voltagem-sensivels e utilizagdo da L-arginina como substrato para sintese de
poliaminas ou transglutaminases, mas nenhuma dessas caracteristicas explica de maneira
satisfatéria o efeito sobre a secregdo de insulina.

Estudos recentes tém demonstrado que no citoplasma, a L-arginina é metabolizada q xido
nitrico o qual atua como uma "substdncia sinalizadora” em muitos tecidos como : em plaquetas
modulando a agregagdlo plaguetdria (Radomski e cols. - 1991), na célula b (Southerm e cols. -
1990, Schmidt e cols. - 1992) e em células tumorais secretoras de insulina (Laychock e cols. - 1991,
Schmidt e cols. - 1992). O éxido nitrico é gerado a partir da L-arginina, por a¢do da enzima dxido-
nitrico simietase cuja atividade parece existir em duas formas distinias, mas dependentes de
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido) para manifestar seus efeitos
(Radomski e cols. - 1991e Moncada e Higgs - 1991).

Fundamentada assim, surge uma outra motivagdo para o nosso estudo, ou seja: avaliar
em pacientes com deficiéncia de G-6-PD, a secreglo de insulina apds estimulo com L-arginina
endovenosa. |

A via das pentoses, embora com menor papel quantitative, participa da metabolizacdo de
glicose em tecidos periféricos (muscular e adiposo) e hepdtico, e estd ativada apds estimulo
insulfnico (Harper e cols. - 1982). Nesse contexto, nenhum estudo procurou, ainda, caracterizar a
sensibilidade periférica & insulina em pacientes com deﬁciéncia de G-6-PD.

Este foalo definiu, entdo, mais um aspecto importante da nossa investigacdo: avaliar a
sensibilidade periférica & insulina em pacientes com a referida deficiéncia enzimdtica, utilizando o
teste endovenoso de tolerdncia & insulina modificado (ITI de 15 min) que demonstra uma boa
correlagdo com o clamp normoglicémico ou hiperglicémico (Bonora e cols. - 1989).

Além da importdncia da glicose-6-fosfato desidrogenase no metabolismo glicidico, deve
ser ressaltado que esta enzima estd presente também no cortex da adrenal (Chan e cols. - 1965)
desempenhando um papel na sintese e secre¢do de cortisol. Apds a estimulacdo com ACTH no
honem normal, a atividade da G-6-PD estd aumentada, sugerindo que a via das pentoses teria um
papel impartante na secregdo de cortisol, sendo o NADPH um importante doador de elétrons nas
reagdes de hidroxilagdo ( Studzinsky e cols. - 1962).

So e cols.,, utilizando como estimulo 0 ACIH de longa duragdo durante 3 dias, ndo
demonstraram alteraco nos nivels de cortisol em pacientes com deficiéncia de G-6-PD.
Entretanto, sabe-se que o leste de 3 dias com o ACTH de longa duracdo ¢ pouca senstvel para



avaliar alteragbes discretas na scre¢do de cortisol, sendo o teste com ACTH curto mais sensivel
{Leisti e Perheentupa - 1978 e Leisti e cols. -1983). .

Assim, incluimos nos objetivos do nosso trabalho de pesquisa avaliar a secfeo;:da de
cortisol apds estimulagdo com ACTH curto em paclentes com deficiéncia de G-6-PD.



OBJETIVOS



Foram objetivos deste estudo avaliar em paclentes com deficiéncia de G-6-FD -

- a secregdo de insuling induzida por glicose através da quantificacdo de insulina e
peptideo C durante o teste endovenoso de tolerdncia a glicose (T E.T. G. ) ;

- a secrecdo de insuling induzida por arginina através da quantificaciio de insulina e
pepideo C apds a infusdo endovenosa desse aminodcido;

- a extracdo hepdtica de insulina durante 0 1. E. T. G. ¢ o teste da arginina;

- a sensibilidade periférica & insulina durarie o teste de tolerdncia & insulina de
15 minutos,

- a secreg¢do de cortisol apos infusdo de ACTH.
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- Casuistica

Foram estudados 48 individuos do sexo masculino, sendo 22 com deficiéncia de glicose-6-
Josfato desidrogenase (G-6-PD) e 26 individuos controles, subdividides em grupos de acordo com
os testes a que joram submetidos.

- Grupo 1 : 22 individuos (11 coniroles e 11 com deficiéncia de G-6-PD) realizaram
estudo da secre¢do e agdo insulinicas através dos testes endovenoso de tolerdncia & glicose, de
estimulagdo com arginina e de tolerdncia & insulina. Apenas 1 individuo do grupo I com deficiéncia
de G-6-PD ndo realizou o teste de tolerdncia a insulina (ITI).

- Grupo Il : 28 individuos (12 com deficiéncia de G-6-PD e 16 controles) submeteram-se
apenas ao leste para avaliacdo da secregdo de cortisol. :

Por condigBes que jfogem aos objetivos deste estudo nldo foi possivel que todos
participassem de lodos os testes. Apenas 1 individuo normal e 1 paciente com deficiéncia de G-0-
PD participaram dos grupos 1 e 1. '

A selegdo dos participanies foi realizada apés anamnese cuidadosa e exames laboraioriais
inespecificos entre os doadores de sangue que procuraram o Servige de Hemoterapia do
Hemocentro - UNICAMP. Nenhum dos participanies apresentou antecedentes pessoais e familiares
de: obesidade, doenca endécrina, metabélica ou hepdtica.

Todos os participantes apreseniaram-se normotensos no momenio da selegdo e durante a
realizacdo de cada teste.

Os pacientes comprovadamente portadores de deficiéncia de glicose-0-fosfato
desidrogenase foram encaminhados pela Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da FCM -
UNICAMP.
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As caracteristicas clinicas e o estudo da G-6-PD (atividade eritrocitdria e eletroforese) de
pacientes e controlgs, assim como a inclusdo dos mesmos nos griupos I e II encontram-se
representadas nas tabelas IA e IB.

Pode-se observar a equivaléncia dos grupos controle ¢ de pacientes quanto a faixa etdria,
peso, altura e indice de massa coporal.

Os objetivos, procedimentos e possiveis riscos envolvidos na investiga¢do foram
submetidos a avaliagde pela Comissdlo de Etica Médica da FCM - UNICAMP e, apés aprovagdo,
detalhadamente transmitidos a todos os participantes antes de se obter seus consentimentos
voluntdrios.

Os estudos foram realizados no 6°. andar do Hospital de Clinicas da UNICAMP em sala
apropriada para estudos metabdlicos.

- Estudo da Atividade da Glicose - 6 - Fosfato Devidrogenase

Para estudo da G-6-PD coletou-se sangue de todos os individuos, em frascos contendo
ACD (7,3g de dcido citrico; 22g de citrato de sodio; 24,5g de dextrose e 1000mi de dgua
deionizada) como anticoagulante na propor¢do de 0,5ml de ACD para 3,0ml de sangue. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por Smin., o plasma sobrenadante e a camada
leucocitdria desprezados e as hemdcias lavadas trés vézes em solucdo salina (NaCl 0,9%). A
medida da atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase fot realizada segundo técnica descrita por
Beutler - 1983 ¢ a eletrojorese de G-6-PD em acetato de celulose pH 9,0 - modificado por Sparkes
e cols. - 1969 - a leitura Joi feita classificando-se a enzima de acordo com a mobilidade
eletroforética em normail, rdpida ou lenta. Os resultados destes estudos encontram-se nas tabelas :
Ide 1B

- Estudo Metabdlico

Por um perfodo de pelo menos trés dias antes dos experimentos, os individuos controle e
pacientes ingeriram uma diela caloricamente adequada para as suas necessidades energéticas
didrias, contendo, no minimo, 200g de carboidratos. Todos mantiveram suas atividades fisicas
habituais e ndo usaram qualquer tipo de medica¢do e um intervalo minimo de trés dias joi
respeitado entre a realizagdio dos diferentes testes para o grupo 1. '
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Os procedimentos experimentais iniciaram-se entre 7:30 e 8 horas da manhd, apés um
periodo de jejum de 12-14 horas. Os participantes ficaram confortavelmente acomodados em um
leito com as membros superiores em posicio adequada para a realizagdo dos testes. A seguir un
escalpe n°. 19 foi posicionado na fossa cubital direita para a coleta de sangue com permeabilidade
preservada por infusdo intermitente de solugdo fisiolégica a 0,9% e heparina na proporgdo de
19,5:0,5ml. No membro superior esquerdo, também na fossa cubital, outro escalpe n°. 21 (n° 19
para o leste endovenoso de tolerdneia & glicose) foi posicionado para infisdo de substdncias
mencionadas a seguir no sumdrio de cada teste. Amostras de 3,0ml de sangue venoso (6,0ml para o
teste endovenoso de tolerdncia a glicose} foram colhidas em seringas plisticas descartdveis
centrifugadas, separadas e utilizadas de acordo com as exigéncias de cada teste. As amostras de
soro foram separadas apés centrifugagdo a 2000 rpm por 10 min. e as aliquoias armazenadas a -
20°C para posteriores determinagdes cotiforme veremos a seguir. '

Para o grupo I os experimentos foram realizados obedecendo a sequéncia :

- Teste Endovenoso de Tolerdncia a Glicose

No primeiro dia foi realizado o teste endovenoso de tolerdncia & glicose (TETG) com
coleia de sangue em jejum (lempo zero) seguida da administracdo endovenosa de 0,5g de
glicose/Kg de peso corporal na forma de glicose a 25%, sendo esta infusdo realizada em tempo
inferior a 3 min. (tempo médio de 2 min. e 30 seg.) (Srikanta - 1985).

Para a determinagdo de glicose, insulina e peptideo C séricos, novas colelas também
Joram realizadas nos tempos 1, 3, 5, 7, 10, 30 e 60 min. tendo o final da infusdo de glicose como
referéncia.

As amostras de 6,0m! de sangue venoso joram colhidas e separadas da seguinte forma :
3,0mi de sangue foram colocados em tubos de vidro sem anticoagulante para obleng¢do de soro e
posterior dosagem de insulina e peptideo C e, os outros 3,0ml, em tubos de vidro com fluoreto de
s6dio a 2%, cujo soro Jfoi utilizado para a quantificagito da glicose sérica.

Para estudo da fase rdpida de secrecdo de insulina no T. E. T. G. utilizamos os seguintes
pardmetros: somatoria dos niveis insulinémicos nos tempos 1 e 3 min., drea 0 - 10 min. e acima do
basal (incremento da drea de 0-10 min.) sob a curva de insulina nos primeiros 10 min. do teste e
drea actna do basal entre 3 e 5 min. (incremento da drea de 3 e 5 min.) (Bardet e cols. - 1989).

Para estudo da secre¢io de peptideo C o célculo da drea de 0 - 10 min. sob a curva de
peptideo C durante o TETG foi utilizado como Indice, assim como o "incremento” da drea nos
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primeiras 10 min. do teste. Outro pardmetro utilizado jol a somatéria dos niveis séricos de peptideo
C nos tempos 1 e 3 min. do teste.

- Teste da Arginina

A seguir, respeitando-se o intervalo minimo de 3 dias, realizou-se o experimenio de
estimulaglo da secre¢do de insulina pela arginina. Neste foram colhidas duas amostras basais de
3,0ml de sangue cada, com intervalo minimo de 2 min. entre elas, e seguidas da infusdo, em 30
seg., de 50ml de solugdo de L-arginina HCl & 10% (5,08 de arginina, 50ml de solugdo fisioldgica a
0,9%6 e solugdo de HC! necessdria para manter o pH da solugilo entre 6,2 e 6,0} (Seaquist e
Robertson - 1992).

Considerando-se o final da infusdo de arginina, novas amostras de sangue foram
coletadas em tubos de vidro sem anticoagulante, nos tempos: 2, 3, 4, 5, 7 e 10 min. 4s aliquotas de
plasma, adequadamente separadas, foram posteriormente utilizadas para a gquantificacdo de
insulina e peptideo C. .

Apenas dois individiuos do grupo controle ndo tiveram o peptideo C dosado no teste da
arginina pois, entre a coleta e a dosagem havia decorrido, aproximadamente, 5 meses.

Para estudo da secreclio de insulina durante o teste da arginina ulilizamos como
pardmetros o cdlculo da drea total sob a curva de insulina nos 10 min. do teste e a média dos 3
maiores valores de insulina nos primeiros 5 min. do estudo.

De forma semelhante, para o leste da arginina, o cdiculo das dreas sob a curva de
peptideo C, nos diferentes tempos e total foi utilizado como indice de secre¢do de peptideo C.

- Extragdo Hepitica de Insulina

Com o obfetivo de avaliar a extracdo hepdtica de insuling convertemos os valores de
insulina ¢ de peptideo C para uma mesma unidade ( pmolll ) e, estabeleceu-se a relagdo da drea
total sob a curva de insuling pela drea total sob a curva de peptideo C, durante o T E.T.G. e o teste
da arginina. O resultado obtido fot subtraido de 1 e convertido em porcentagem.

- Teste de Tolerdncia d Insulina

O terceiro teste realizado, para avaliar a sensibilidade periférica & insulina, foi o de
tolerdncia & insulina (I.7.1) com coleta de sangue no tempo zero (jejum) seguida da infusito de
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0,1U de insulina regular humana (Humulin R - U100} por Kg de peso corporal diluida em 0,9ml de
solucdo fisiolégica a 0,9%. :

Novas amostras de 3,0ml de sangue venoso foram coletadas nos tempos: 3, 6, 9, 12 e 15
min. apés o final da infusdo de insulina, As amostras de sangue foram colocadas em tubos de vidro
com fluoreto de sédio a 2% e posteriormente, apds separagio do soro e armazenagem, utilizadas
para a determinagdo da glicose sérica.

Para o ITI, o cdlculo da velocidade de desaparecimento (Kiti) de glicose durante os 15
min. ap6s a infusdo de insulina foi utilizado como indice de sensibilidade & insuiina. O cdlculo do
Kttt foi baseado na seguinte equagdo: 0,696/t%, e o tV: fol calculado a partir da redugdo
logaritmica dos niveis de glicose, determinados no programa 41T Q PRO efetuado em tim
microcomputador (Bonora e cols. - 1989).

- Determinagdo da Glicose Sérica

A determinagdo da glicose sérica, para TEIG e TTI, foi feita através de método
enzimdtico-glicose oxidase (Lott e Turner - 1975) e os resultados expressos em mg/di.

- Determinagdo da Insulina Sérica

Para a dosagem da insulina sérica foi utilizada a técnica de radioimunoensaio,
empregando-se o método de duplo anticorpo para insulina humana descrita por Vieira e cols. -
19580.

Em cada ensaio foram feitas uma ou duas curvas-padrdo, com vdrias concentragdes
conhecidas de insuling humana, em duplicatas e os resultados expressos em mU/ml. A insulina
marecada, os padrdes e os anticorpos (1% e 2°) foram gentilmente fornecidos pela Discipling de
Endocrinologia da Escola Paulista de Medicina. As determinagdes da insulina sérica para
individuos controle e pacientes com deficiéncia de G-6-PD foram realizadas em dupliatas, sendo
todas as amostras de um mesmo experimento dosadas no mesmo ensaio.

A sensibtlidade do método para a determinagdo da insulina nos ensaios realizados
expressa come dose minima detectada média: foi de 4,4 £ 0,6 mUsml e os coeficientes de varia¢do
intra e inter-ensaio foram de 5,6 2 1,9% e 6,5%5, respectivamente.



16

- Determinagdo dao Peptideo C Sérico

A determina¢ilo do peptideo C sérico foi realizada pela técnica de radioimuncensaio
empregando-se kit "Diagnostic Systems Laboratories Inc." Os coeficientes de varia¢do intra e
inter-ensaio foram 5,2% e 7,1%, respectivamente. Em cada ensaio foram feitas uma ou duas
curvas-padrdo, em duplicatas e os resultados expressos em ng/mi. As determinagdes de peptideo C
Joram realizadas em duplicatas sendo todas as amostras de um mesmo experimento dosadas no
mesmo ensaio.

- Teste do Cortisol

Para o grupo Il foi realizado o teste do cortisol obedecendo as mesmas condigdes pré-teste
Ja descritas. Duas amostras basais foram colhidas, com intervalo minimo de 15 min. enire elas e a

seguir, procedeu-se & infusdo de 0,25mg de cortrosina (ACTH) no catéter locado na jossa cubital
esqueda. Novas amostras de 3,0ml de sangue venoso foram colhidas, em tubos de vidro sem
anticoagulante, nos tempos 30, 60 ¢ 120 min. apds o término da infusdo, sendo posteriormente
utilizadas para a determinagdo do cortisol sérico.

- Determinag¢do do Cortisol

A dosagem do cortisol foi realizada por técnica de radioimunoensaio utilizando o kit
comercial da Diagnostic Products Corporation (DPC) e os resultados expressos em ug/dl. Os
coeficlentes de variagdo intra e inter-ensalo foram 3,6% e 6,4%6, respectivamente.

O cdlcule da drea total sob a curva de cortisol e os valores individuais foram utilizados
como Indices para avaliar a secregilo de cortisol em individuos controles e pacientes.
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- Andlise Estatistica

Para andlise estatistica, utilizou-se o "Teste t de Student” ndo pareado com nivel de
significdncia de 5% (p < 0,05) sendo os resultados expressos como média e erro-padrdo da média
(X £ EPM). .

Com relagdo ao grupo 11, o estudo estatistico dos resultados obtidos foi felto utilizando-se
a andlise de varidncia multivariada, além do teste tde Student Os cdlculos foram realizados em
microcomputador 1IBM.
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TABELA 1A: CARACTERTISTICAS GERAIS DOS INDIVIDUOS NORMAIS ( GRUPO
CONTROLE } E ATIVIDADE DA GLICOSE - 6 - FOSFATO DESIDROGENASE.

Controles Cor Idade Peso Altura Indicede Atividade Eletrofo- Grupo
Kg) {cm} Masgsa G.6.PD rese de
corporal  eritrocitdria G-6-PD

(Kg/m?) {Uiighb)
A.E.C. N 25 6 168 2161 13,0 B i
A.M.P, B 21 8 176 27,44 11,5 B i
E.A.O. N 28 84 189 23,52 10,7 B i
E.P.S. N 25 68 179 21,22 10,3 B I
F.C.R. B 23 78 174 2510 136 B i
H.S.L. B 25 64 177 20,43 15 B I
M.A. O. N 26 72 169 25,21 12,0 B |
MJAS.. B 37 76 176 24,54 10,7 8 Vil
P.J. N 22 B 162 19,43 135 B I
V.R.S. N 27 5 165 1873 11,1 B i
W.R. B 30 76 183 22,69 115 B l
A.C.V. B 20 66 174 21,79 11,8 B ;
A.P.S. N 31 68 179 21,22 138 B 1
C.H.R. B 26 59 161 22,76 10,6 B I
E.J.B. B 28 66 167 23,66 12,4 B f
E.T. B 28 66 164 24,53 135 B i
H.S. N 32 66 170 22,83 11,9 B li
J.A.C. N 26 86 172 22,31 11,1 B I
J.M.R. N 28 67 175 21,88 10,9 B I
M. A R. N 30 62 165 22,77 12,3 B i
0.LO. N 32 72 171 24,62 126 B it
R.M. B 23 67 7 29 11,1 B I
S.L.M. N 37 65 172 21,97 10,9 B i
S.5.T. B 28 87 192 23,60 122 B ]
V.C.S. N 35 68 168 24,00 13 B ]
V.R. M. B 3B 72 165 26,47 11,2 8 I
Média 29 69 172 22,97
E_P.M. 1,0 20 20 05




TABELA 1B: CACTERISTICAS GERAIS DOS PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE E GRUPO CONTROLE E
ATIVIDADE DA GLICOSE-6-FOSFATQ DESIDROGENASE.

1%

Pacientes Cor Iidade Peso Altura Indice Atividade  Eletrofo  Grupo
Kg} {cm) de G-5-PD ~ese de
massa eritrocitiria G-8-PD
corporal  (Ulighb)
(Kgm')
A G, B 28 65 167 23,31 0,64 A- I
C.P. L N 30 68 167 2438 0,40 A- I
E.P.S. B 30 66 175 2155 0,34 A- l
E.JS. N 40 (&) 166 25,77 0,16 A- |
G.G. A B 42 58 1M 19,84 0,10 A- [
J.B.N. N 41 63 170 21,80 0,50 A- [
J. A R. N 35 73 166 26,49 0,06 A- ;|
J.F.D. B 35 63 164 2342 0,13 A- |
J.S8.C. B 37 72 165 26,45 0,30 A- |
R.P. N 27 80 183 21,48 0,62 A- il
W.R.S N 25 82 167 22,23 0,39 A- [
A A N 40 74 179 25,60 0,50 A~ n
A.D. 8. B 33 68 160 26,56 0,00 A- H
C.L.B. B 21 70 168 2482 0,20 A- H
JA S B 25 81 172 2737 1,07 A- I
J.P. S, N 36 (] 177 23,93 1,02 A- I
J.R. 8. N 32 70 176 2259 0,40 A- il
J. V.S, B 40 B4 162 32,00 0,70 A~ |
L.C.S. B 21 76 174 26,10 0,20 A- i
L.P.F. N 37 7% 185 27,64 117 A- B | I
P.G.N. B 25 65 172 21,97 0,70 A- i
R. L. B 23 60 173 20,04 1,90 A~ i
Média 32 70 171 2428
E.P.M. 2,0 20 20 1,0
GRUPO CONTROLE
NMédia 29 69 172 22,97
E.P.M. 1,0 20 2,0 0,5
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RESULTADOS
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Inicialmente serdo descritos os resultados obtidos com o grupo de estudo I (controles e
pacientes com deficiéncia de G-6-PD) submetido acs testes endovenoso de tolerdncia a glicose (T.
E. T. G) e da arginina, para avaliagdo da secrecdo de insulina e, ao leste de lolerdncia & insulina
(I. T. 1), para estudo da sensibilidade periférica & insulina.

- Teste Endovenoso de Tolerdncia a8 Glicose

As concentragbes séricas de glicose no teste endovenoso de tolerdncia a glicose dos 2
grupos de estudo encontram-se nas tabelas 2 e 3 e figura 1. Houve uma resposta glicémica
semelhante entre o5 grupos, inclusive durante o periodo basal, ocorrendo maior valor apds o 3°
min. de infusdo para o grupo conirole: 313 1 22 mg/dl e, apos o 1°. min. para o grupo de pacientes
com deficiéncia de G-6-PD: 314 2 20 mg/dl, com volta a niveis proximos do basal ao término da 1°.
hora apds a infiusdo. Em concorddncia com esses resullados, a determinacdo das dreas sob as
curvas glicémicas do T. E. T. G. ndlo mostrou diferencas eslatisticamente significantes entre as 2
grupos.

Os niveis séricos de insulina foram similares em controles e pacientes no periodo pés
absortivo. Apds infusdo endovenosa de glicose, os nivels de insulina sérica (tabelas 4, 5 e figura 2)
elevaram-se rapidamente sendo que, nos individuos controle ocorreu resposta insulinémica
mdxima 1 ou 3 min. apés o iérmino da infusdo de glicose, com diminui¢do progressiva
posteriormente, mas com niveis ainda maiores que o basal aos 60 min. Os pacientes com
deficiéncia de G-6-PD mostram comportamento similar mas com nivels insulindmicos
significativamente menores nos tempos: 1 min. (C: 137 £ 22 pU/ml X G-6-PD: 73 £ 10 uUiml, p <
0,02); 3 min. (C: 156 £ 19 pU/mi X G-6-PD: 90 £ 8,0 pU/ml, p < 0,01); 7 min. (C: 115 £ 12 uU/ml
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X G-6-PD: 66 2 12 yU/ml, p < 0,01) e 10 min. (C: 107 2 16 pUiml X G-6-PD: 66 £ 8,0 uUlml, p <
0,05). Aos 30 e 60 mindo T. E. T. G., os nivels séricos de insulina foram menores nos pacientes
com a referida deficiéncia enzimdtica, mas essas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas.

A determinagdo das dreas sob as curvas insulindmicas demonstrou valores
significativamente menores no grupo de pacientes com deficiéncia de G-6-PD nos primeiros 10
min.; 0 - 1 min., (C: 76 2 11 yU -mI" -min.* X G-6-PD: 45 1 5,0 U mI* -min.” p < 0,02); 1 - 3 min,
(C: 293 £ 39 uU mi' min." X G-6-PD: 162 + 16 U ml’ - min.”, p < 0,01); 3 - 5 min. (C: 280 ¢
32 pU ml® -min” X G-6-PD: 177 2 18 pU mI' min, p < 0,02); 5 - 7 min. (C: 237 2 25 U/ ml" -
min" X G-6-PD: 153 2 23 pU ml' -min’, p < 0,02); 7 - 10 min. (C: 321 2 40 U -ml' - min* X
G-6-PD: 198 225 pU ml® -min.” , p < 0,02); 10 - 30 min. (C: 1,794 £ 251 U ml' -min.' X G-6-
FPD: 1.091 2 124 uU ml -min.” , p < 0,02) assim como na drea total sob a curva insulinénica (C:
4.720 £ 672 pU ml® - min.® X G-6-PD: 2.909 2 302 pU mi® - min.?, P < 0,05} - tabelas 6, 7 e
flgura 3. |

min.A andlise de todos os Indices de avaliagdo da fase rdpida de secre¢llo de insuling,
assim como os resultados descritos anteriormente, mostraram valores significativamente menores
no griupo de individuos com deficiéncia de G-0-FD:. somatéria de 1+3 (C: 292 1 38 utiiml X G-6-
PD: 163 2 17 pU/ml, p < 0,01); drea sob a curva insulinémica nos primeiros 10 min., (C: 1.208 %
139 yU mi* - min' X G-6-PD: 736 £ 77 uU ml' - min.® , p < 0,01}, incremento da drea nos
primeiros 10 min. (C: 1.059 140 uU -ml’ - min."X G-6-PD:; 563 + 79 uU mi' - min.* p < 0,01).
Esses resultados encontram-se nas tabelas 8 e 9.

Ainda durante o T. E. T. G., a quantificacdo de peptideo C, um indice mais preciso para
avaliar a secregiio de insulina, também esid em concorddncia com os resultados jé descritos.
Assim, apés um jejum de 12 - 14 horas os nivels desse peptideo foram semelhantes em pacientes e
controles. Apos infusdlo de glicose, nos pacientes com deficiéncia enzimdtica os niveis séricos de
peptidea C sdo significativamente mernores do que os do grupo contrale nos tempos: 1 min. (C: 3,2
20,5 ngml X G-6-PD: 1,2 £ 0,5 ng/mi, p < 0,01); 3 min. (C: 4,5 £ 0,9 ngml X G-6-FPD: 1,9 + 0,4
ng/ml, p < 0,02); 5 min. (C: 4.8 £ 0,9 ng/ml X G-6-PD: 1,8 £ 0,3 ng/ml, p < 0,01); 7min. (C: 4,1 *
0,7 ng/ml X G-6-PD: 1,4 2 0,3 ng/ml, p < 0,01); aos 10 min. (C: 4,7 £ 1,0 ng/ml X G-6-PD: 1.5 %
0,4 ng/mi, p < 0,01) e aos 30 min, (C: 4,3 £ 0,5 ng/ml X G-6-PD: 1.9 1. 0,5 ngyml, p < 0,01)do T. E.
T. G. - tabelas 10, 11 e figura 4.

A determinagdo das dreas sob as curvas de peptideo C no T. E. T. G, iambém demonstrou
valores menores estatisticamente significativos no grupo de pacientes com deficiéncia de G-6-PD
entre todos os intervalos de tempo do estudo: 0 - 1 min. (C: 2,2 0,3 ng mI’ -min." X G-6-PD: 1,0
+0,2ng ml' -min, p<0,01); 1-3min. (C: 7,7 2 1,3ng ml' -min." X G-6-PD: 3,1 40,7 ng mi*-
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min.”, p < 0,01); 3 - 5 min. (C: 9,3 £ 1.7 ng ml" - min." X G-6-PD: 3,7 £ 0,6 ng ml’ - min.” , p <
0,01); 5 - 7 min. (C: 9,6 2 1,6 ng -mf* - min.* X G-6-PD: 3,2 20,5 ng mI" -min.*, p < 0,001); 7 - 10
min. (C: 13,1 22,3ng -ml' -min." X G-6-PD: 4,5 1 1,0 ng ml* -min.” , p < 0,01}, 10 - 30 min. (C:
90+125ng -ml -min® X G-6-PD: 34,3 6,8 ng ml’ -min." , p < 0,001), entre 30 - 60 min. (C:
1223 +148ng -ml' -min' X G-6-PD: 70,6 2 17,2 ng mI' -min." , p < 0,05) assim como a drea
total (C: 254 £ 27,5 ng mi* - min.” X G-6-PD; 120,4 £ 25,8 ng mI' -min.* , p < 0,01). As tabelas 12,
13 e figura 5 expressam esses resultados.

A andlise dos indices de avaliagdo da fase rdpida da secregdo de insulina, com relagiio ao
peptideo C, estd em cancorddncia com esses resultados, mostrando valores significativamente
inferiores nos individuos com deficiéncia de G-6-PD: somatéria de 1+3 min. (C: 7,7 £ 1,3 ng/ml X
G-6-PD: 3,1 2 1,0 ng/ml, p < 0,01); drea sob a curva de peptideo C nos primeiros 10 min. (C: 41,9
26,9ng mf' -min* X G-6-PD: 15,5 4 2,7 ng.mI' -min.” , p < 0,01} e incremento da drea de 0 - 10
min. (C: 29,8 #5,2ng ml* -min.’ X G-6-PD: 9,0 2 1,8 ng ml* -min.", p < 0,01) - tabelas 14 e 15.

Com objetivo de avaliar a extra¢do hepdtica de insulina convertemos os valores de
insulina e de peptideo C para uma mesma unidade (pmol/l) e, estabeleceu-se a relacdo de drea total
sob a curva de insufina durante os 60 min. do T. E. T. G. pela drea total sob a curva de peptideo C
durante o mesmo tempo, os resultados obtidos demonstram que a extracdo hepdtica de insulina é
significativamente menor nos individuos com deficiéncia de G-6-PD (C: 38,4 t 4,136 X G-6-FD:
38,6 28,8%, p < 0,05). '



TABELA 2: NIVEIS SERICOS DE GLICOSE ( mg/dl } EM INDIVIDUOS CONTROLES

ANTES ( TEMPO 0 ) E DURANTE 1 HORA APOS A INFUSAO ENDOVENOSA
DE 0,5 g GLICOSE/Kg PESO CORPORAL. ( T.E.T.G.).
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Controles 0 1min. 3Imin. S5min. Tmin. 10min. 30min. 60 min.
A E.C. 76 M 329 289 205 264 159 2]
A.M.P. 89 422 403 358 347 299 270 165
E.A. Q. 67 219 242 210 202 208 108 &0
E.P. S. 73 154 239 221 237 194 139 20
F.C.R. 177 294 342 273 278 266 178 a7
H.S. L. 92 392 396 376 334 333 214 132
M. A O, 76 =27 245 218 215 185 64 55
M. JAS. 69 351 380 a0 315 276 184 111
P.J, 58 313 282 245 260 228 120 64
V.R.S5. B2 142 205 258 238 253 181 117
W.R. 88 348 358 371 369 287 203 88

Média i 202 313 293 282 254 166 89
E.P. M. 3 28 22 22 17 14 17 10

TABELA 3 ; NIVEIS SERICOS DE GLICOSE ( mg/di ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES { TEMPO 0 ) E DURANTE 1 HORA APQS INFUSAO A ENDOVENOSA DE
0,59 GLICOSE/Kg DE PESO CORPORAL. (TET.G.).

Pacientes 0 1min. 3min. Smin. 7min. 10min. 30min. 60 min.
A G. 75 302 2N 263 238 233 228 87
C.P.L 74 345 379 340 326 283 167 100
E.P. S. 86 356 3 302 215 243 124 79
E. J. 5. 86 194 214 225 215 236 150 95
G.G.A. 75 275 269 255 244 241 187 169
J.B. N. 80 215 216 248 242 209 116 a7
J.A R. 81 353 324 312 32 284 176 104
J.F.D. 76 350 380 328 348 300 219 139
J.8. C. o8 422 363 345 325 316 222 161
R.P. 83 230 237 237 240 231 116 56
W.R. 8. 80 352 314 17 300 261 205 131

Média 81 314 305 288 279 259 174 108
E.P.KL 2 20 17 13 14 11 13 11




FIGURA 1:

glicose { my/dl )

REPRESENTACAO DOS NIVEIS SERICOS MEDIOS DE GLICOSE ( mg/dl )

EM INDIVIDUOS CONTROLES E PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD

ANTES ( TEMPO 0 ) E DURANTE 1 HORA APGS A INFUSAQ ENDOVENOSA DE
0,5 g GLICOSE/Kg DE PESQO CORPORAL { TETG ). AS BARRAS VERTICAIS

REPRESENTAM O ERRO-PADRAO DA MEDIA.
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TABELA4: NIVEIS SERICOS DE INSULINA (pU/mi) EM INDIVIDUOS CONTROLES ANTES
{ TEMPO 0) E DURANTE 1 HORA APOS A INFUSAQ INTRAVENOSA DE 05 g
GLICOSE/Kg PESO CORPORAL. (T.E.T.G.).

Controles 0 dmin. 3min. Smin, 7min. 10min.  30min. &0 min.

A.E.C. 18 140 215 151 17 110 37 31
AM.P. 24 300 272 186 144 168 218 120
E.A. C. 2 142 176 124 120 28 46 10
E.P.3S. S 107 108 106 87 38 34 20
F.C.R. 18 48 165 78 44 54 o)) 31
H.S. L. 20 69 109 86 110 78 48 44
M.A O 15 210 198 188 156 150 53 5
M.J.A S 13 80 57 58 - 62 53 46
P.J 5 184 188 194 126 22 a2 12
V.R. S, 12 122 122 126 115 100 74 48
W.R. 25 110 102 74 78 a7 20 45
Média 15 137 158 125 115 107 78 38
E.P. M. 2 22 19 15 12 16 18 10

TABELA 5 : NIVEIS SERICOS DE INSULINA { uUfmi ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-8-PD ANTES { TEMPO 0 ) E DURANTE 1 HORA APOS A INFUSAO ENDOVENOSA DE
0,5 g GLICOSE/Kg DE PESO CORPORAL. (T.ET.G).

Pacientes 0 1min. 3 min. Smin. 7min. 10 min. 0 min. 60 min.

A G, 15 ¢4 L] 86 (A 67 23 17
C.P.L 18 82 84 100 64 67 30 22
E.P.S. 18 92 o8 72 L 62 20 23
E.J. S 5 a7 66 &6 b5 67 58 29
G.G. A 15 18 30 23 21 22 26 23
J.B. N. 9 30 98 72 61 42 2% 17
J. A R. 22 o8 104 a4 o1 58 44 37
J.F.D. 21 68 Ki 64 59 &8 54 50
J.5.C. 14 132 116 o8 60 116 88 45
R.P. 16 78 a8 183 173 28 36 19
W.R. &, 17 82 132 100 52 12 o8 52
NMédia 17 73 80 87 66 46 43 30
E.P. M. 1 10 8 12 12 ] 8 4
p<0,02  p<0,01 p<0,01  p<0,05
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FIGURA 2 : REPRESENTACAQ DOS NIVEIS MEDIOS DE INSULINA SERICA ( pUml)
EM INDIVIDUOS CONTROLES & PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD ANTES
( TEMPQ 0 ) E DURANE 1 HORA APGOS INFUSAO INTRAVENOSA DE 0,5 9
DE GLICOSE/Kg PESO CORPORAL. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O
ERRO-PADRAO DA MEDIA.
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TABELA 6: AREAS SOBAS CURVAS DE INSULINA SERICA ( pU. mi*.min'} DE INDIVIDUOS
CONTROLES NOS VARIOS SEGMENTOS DESDE O PERIODO BASAL ( TEMPO 0)
ATE1 HORA APOS A INFUSAQ INTRAVENOSA DE 0,5 g GLICOSE/ Kg PESO
CORPORAL.

Controles 01 1-3 35 5-7 710 1030 30-60 TOTAL

min., min. min, . min. mim. min.
A.E.C 79 &5 366 322 422 1470 1020 4034
AMP 162 572 453 330 468 3480 5205 10655
E.A.O 76 318 300 244 327 1440 840 3545
E.P.5 56 215 214 193 188 720 810 2306
F.C.R 33 213 243 122 147 1450 1830 4038
H.S. L 45 178 195 196 282 1260 1380 3578
M. A O 113 408 386 343 458 2030 870 4608
MJAS 47 137 115 300 300 1150 1485 3234
P.Jd. o4 372 382 319 521 3140 1560 6388
V.R. 8 &7 244 248 241 308 1740 1830 4878
W.R. 68 212 176 152 263 1870 2025 4766
Média 76 293 280 237 a 1794 1714 4720
E.P. M. 17 39 32 25 40 259 375 812

TABELA 7: AREAS SOB AS CURVAS DE INSULINA SERICA ( pU. mi*min’) DE PACIENTES :
COM DEFICIENCIA DE G-6-PD NOS VARIOS SEGMENTOS DESDE © TEMPO O ATE 1
HORA APOS A INFUSAO ENDOVENQSA DE 0,5 g GLICOSE/ Kg DE PESO CORPORAL.

Pacienfes 01 1-3 35 57 7=10 10-30 30460 TOTAL
min. min. min. min. min. min. min.

A.G, 40 160 182 163 216 900 600 2261
C.P.L. 50 166 184 164 197 970 780 2511
E.P.S. 55 190 170 123 170 910 780 2398
E.J. S. 36 113 132 121 183 1260 1305 3140
G.G.A. 17 48 53 46 65 480 735 1444
J.B.N. 20 128 170 133 155 670 480 1738
J.A.R. 60 202 128 145 164 1020 1215 3004
J.F.D. 45 139 136 123 176 1120 1560 3208
4. 8. C. 73 232 214 158 264 2040 1905 4976
R.P. 47 178 281 356 407 1340 825 3432
W.R.S 4] 224 232 182 186 1300 1650 3799
Meédia 43 162 w7 153 198 1091 1082 2909
E.P.M 3 16 138 23 23 124 150 302

p<0,0  p<0,01  p<0,02 p<0,02 P<0,02 p<0,02 p<0,05

»
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FIGURAS: REPRESENTAGAQ DAS AREAS SOB AS CURVAS DE INSULINA SERICA
( pli.ml* - min.* ) DE iNDIVIDUOS CONTROLES E DE PACIENTES COM DEFICIENCIA
DE G-6-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE 1 HORA APOS A
INFUSAO INTRAVENOSA DE 0,5 g DE GLICOSE/Kg PESO CORPORAL . A AREA
TOTAL { 0-60 MIN. ) PARA 0OS 2 GRUROS; ESTA REPRESENTADA NO FINAL DO
GRAFICO. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O ERRO-PADRAO DA

MEDIA.
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TABELA 8:

TABELA 8 :

INDICES DE AVALIACAO DA FASE RAPIDA DE SECRECAO DE INSULINA,
CONSIDERANDO-SE OS VALORES SERICOS DE INSULINA, EM INDIVIDUOS
CONTROLES DURANTE O TESTE ENDOVENQOSO DE TOLERANCIA A GLICOSE.

Controles insulina area insulina incremento da drea
’ 143 min. 0-10 min. 0-10 min.
A E.C. 355 1544 1364
AMP. 572 1980 1750
E.A.O. 318 1265 1175
E.P. 5. 215 866 816
F.C.R. 213 758 578
H.5. L. 178 895 696
M.A O, 408 1708 1558
M. J. A S, 137 500 AG9
P.J 372 1688 1638
V.R. S, 244 1108 988
W.R. 212 M 621
Nédia 293 1208 1058
E.P.M. 38 139 140

INDICES DE AVALIACAO DA FASE RAPIDA DE SECRECAG DE INSULINA,
CONSIDERANDO-SE OS VALORES DE INSULINA SERICA, EM PACIENTES COM
DEFICIENCIA DE G-6-PD DURANTE O TESTE ENDOVENOSO DE TOLERANCIA

A GLICOSE.
Pacientes insulina irea insulina incremento da irea
1+3 min. Q=10 min. 010 min.

A. G. 160 761 811
C.P.L 166 ™ 581
EP.S 190 708 528
E.JS 113 585 335
G.G.A 48 229 79
JB.N 128 606 516
J. AR 202 769 549
JF.D 138 618 408
J.5.C 248 941 801
R. P, 176 1267 1107
W.R.S. 224 349 679
Média 163 730 563
E.f.M 17 77 79

p<0,01 p=0,01 p<0,01

30
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TABELA 10: NIVEIS SERICOS DE PEPTIDEO C (ng/ml) EM INDIVIDUOS CONTROLES ANTES

{ TEMPO 0 ) F DURANTE UMA HORA APQS INFUSAQ ENDOVENOSADEDS g

GLICOSE/Kg PESO CORPORAL. ( TET.G.).

Confroles 0 imin. 3Imin. 5Smin. 7 min. 10 min. 30 min. 60 min.
A.E.C 08 3.3 4.6 35 18 24 34 1.8
AMP 22 33 33 341 44 4.0 7.0 9.0
E.A Q. 1.0 40 7.0 6.0 6.0 5.0 37 24
E.P.S. 0.9 1.6 4.0 33 4.2 35 25 4.0
F.C. R. 0.6 14 1.8 50 16 50 23 31
H.5. L 0.4 20 3.0 3.4 2.2 1.4 23 25
M. A.O. 27 6.0 120 13 8.0 13 5.4 29
MJ A S 22 6.0 5.2 5.4 - 7.6 48 36
P.J. 0.8 26 3.0 28 32 54 6.0 44
V.R.S. Do 1.6 30 37 4.4 33 5.0 50
W.R. 0.8 3.4 2.6 4.4 4.4 1.3 b2 a7
Média 1.2 32 4.5 4.8 4.1 4.7 4.3 3.9
E.P.M, 0.2 0.5 0.9 0.9 0.7 1.0 a5 08

TABELA 11: NIVEIS SERICOS DE PEPTIDEO C (ng/ml) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA

DE G-6-PD ANTES ( TEMPO 0) ANTES E APOS INFUSAO DE 0,5 g GLICOSE/Kg DE
PESO CORPORAL. ( T.ET.G.).

Pacientes 0 1min. 3 min. Smin. 7min 0min. 30 min. 60 min.
A G 14 15 3.4 14 0.4 1.5 06 0.8
C.P.L 0.3 0.3 0.6 18 0.7 0.3 i3 0.5
E.P. S, 1.0 1.5 35 13 2.4 3.3 1.3 24
E.J. 8. 1.1 1.3 25 23 4.0 27 2.1 37
G.G.A 0.4 0.3 05 08 0.7 04 05 23
J.B.N. 03 06 12 22 1.3 1.6 18 1.6
J. AR, 15 3.7 3.3 2.2 23 3.5 30 6.0
J. F.D. 0.5 0.9 1.5 16 06 0.6 24 44
J.S5.C. 0.5 2.0 3.6 4.1 1.9 16 6.2 7.2
R.P. 0.3 05 05 0.7 0.7 0.5 0.6 03
W.R.S 0.4 08 0.4 15 0.7 1.0 0.8 1.9
KMédia 08 12 1.9 1.8 14 15 19 28
E.P.M 0.2 0.3 oA 0.3 03 0.4 0.5 0.7

p<0,01  p<0,02 p<0,01 p<0,01 P<0,01 P<0,01
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( ng/ml ) EM INDIVIDUOS CONTROLES E EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE

G-6-PD ANTES ( TEMPO 0 ) E DURANTE 1 HORA APGS A INFUSAQ
INTRAVENOSA DE 0,5 g DE GLICOSE/Kg PESO CORPORAL ( T.ET.G.). AS
BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O ERRO-PADRAO DA MEDIA,
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TABELA 12:

TABELA 13:
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AREAS SOB AS CURVAS DE PEPTIDEO C SERICO (ng. m*min*) DE
INDIVIDUOS CONTROLES DESDE O PERIODO BASAL E NOS VARIOS SEGMENTOS
DURANTE 1 HORA DO TESTE ENDOVENOSO DE TOLERANCIA A GLICOSE,

Controles 01 13 35 57 7=10 10-30 30-69 TOTAL
. miE. min. min. min. min. min. min.
A EC, 2.1 7.9 81 53 6.3 55 735 158.2
A M. P. 28 6.6 6.4 75 126 110.0 240 385.9
E.A Q. 25 11.0 13.0 12.0 165 87.0 M5 2335
E.P. S, 13 56 7.3 7.5 11.6 60.0 875 190.8
F.C.R. 1.0 32 6.8 6.6 99 730 81.0 1815
H S L. 1.2 5.0 6.1 53 5.0 340 720 1286
M. A.O. 4.4 18.0 250 220 33.0 184.0 1245 4109
M J A S 4.1 112 10.86 325 25 124.0 126.0 308.4
P.J. 17 5.6 56 S8 129 114.0 166.0 N6
V.R. 8. 13 46 8.7 8.1 116 83.0 150.0 265.3
W.R. 2.0 57 7.0 88 86 65.0 1335 2306
Média 22 i.7 9.3 9.6 1341 80.0 122.3 254.0
E.P.WM 0.3 1.3 1.7 1.8 2.3 125 1438 215

AREAS SOB AS CURVAS DE PEPTIDEO € SERICQ (ng. mi'min*) DE

PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD DESDE O PERIODO BASAL E NOS

xAnlos SEGMENTOS DURANTE 1 HORA DO TESTE ENDOVENOSO DE TOLERANCIA
GLICOSE.

Pacientes 01 13 35 5-7 7-10 10-30 3060 TOTAL
min. min. min. min. min. min. min.
A G, 13 46 4.2 15 29 21 21.0 585
C.P.L. 03 0.9 2.4 25 15 16.0 27,0 50.6
E.P.S. 1.3 50 4.8 3.7 8.6 480 555 1249
E.J.S. 1.2 38 48 63 10.1 48.0 87.0 161.2
G.G. A 0.2 0.8 13 15 17 90 420 £6.5
J.B. N. 05 1.8 3.4 35 44 340 51 8YB.6
JAR 206 1.0 55 45 87 5.0 1350 2283
J.F.D. 0.7 24 3.1 2.2 1.8 30.0 1020 1422
J.8.C. 13 58 7.9 60 @53 78.0 2010 3053
R.P. 0.4 1.0 1.2 1.4 1.8 110 135 30.3
W.R.S 0.7 1.2 1.9 22 28 19,0 420 69.6
Média 1.0 31 3.7 32 45 343 708 1204
E.P.M 0.2 0.7 0.8 0.5 1.0 8.8 17.2 25.8

p<0,01  p<0,01 . p<0,01 p<0,001  p<0,01  p<0,001  p<005  p<0,01
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REPRESENTACAO DAS AREAS SOB AS CURVAS DE PEPTIDEQ C

(ng.mi*. min.' } DE INDIVIDUOS CONTROLES E PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE 1 HORA APOS A
INFUSAO INTRAVENOSA DE 0,5 g DE GLICOSE/Kg PESO CORPORAL ( TETG ).
AS AREAS TOTAIS (0-60 MIN. ), PARA OS 2 GRUPQS, ESTAQ

REPRESENTADAS NO FINAL DO GRAFICO. AS BARRAS VERTICALS
REPRESENTAM O ERRO-PADRAO DA MEDIA. '

»
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tempo (min.}
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TABELA 14: INDICES DE AVALIACAO DA FASE RAPIDA DE SECRECAO DE INSULINA,
CONSIDERANDO-SE OS5 VALORES DE PEPTIDEO C SERICO, EM INDIVIDUOS
CONTROLES DURANTE O TESTE DE INFUSAQ ENDOVENOSA DE 0,5 g GLICOSE/ Kg
DE PESO CORPORAL.

Controles peplideo C area peptideo C  incremento da area

1+3 min. 0-10 min. 0-10 min.
A.E.C. 7.8 207 217
AMPF. 6.6 359 139
E.A. Q. 1.0 55 45
E.P.S. 56 333 243
F.C.R. 32 215 215
H.S. L. 50 228 18.6
M.A. O 180 1024 754
M. JA S 1.2 58.4 36.4
P. J. 56 316 236
V.R.S. 4.6 323 233
W.R. 5.7 321 241
Média 1.7 419 29.8
E.P. M. 1.3 6.9 52

TABELA 15: INDICES DE AVALIAGAC DA FASE RAPIDA DE SECRECAO DE INSULINA,
CONSIDERANDO-SE OS VALORES DE PEPTIDEO C SERICO, DE PACIENTES
COM DEFICIENCIA DE G-6-PD DURANTE O TESTE ENDOVENOSO DE

TOLERANCIA A GLICOSE.
Pacientes peplideo C area peptideo € incremento da area
443 min. 0-10 min. 0-10 min.

A. G. 46 145 35
C.PL 09 76 46
E.P.5 50 3.4 13.4
E.J.S 38 26.2 15.2
G.G.A 0.8 5.5 45
J.B.N 18 136 10.6
JAR 70 28.3 133
J.F.D 24 10.2 52
J.58.C 58 263 21.3
R.P. 1.0 58 28
W. R. 8. 1.3 8.8 45
KMédia 31 15.5 9.0
EP.M 1.0 27 1.8

p<0,01 p<0,01 p<0,04
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- Teste da Arginina

Durante a estimulacdo da secrecdo de insulina com infusdo endovenosa de arginina,
individuos controles e paclentes com deficiéncia de G-6-PD apresentaram niveis insulinémicos
semelhantes durante os primeiros 5 min. do teste, com resposta mdxima 2 ou 3 min. apos o término
da infus@to e diminuigdo progressiva, mas com niveis superiores ao basal. No final do teste, ou seja
7% ¢ 10° min., os pacientes com deficiéncia de G-6-PD mostraram niveis insulinémicos
estatisticamente menores: 7° min. (C: 47 £ 8,0 pU/ml X G-6-PD: 29 1 3,0 uUiml, p < 0,05) e 10°.
min, (C: 37 £ 8,0 pUiml X G-6-PD: 19 £ 2,0 pUlml, p < 0,05) - tabelax 16, 17 e figura 6.

Também, a determinacdo da drea total sob as curvas insulingmicas durante os 10 min. da
estimulagdo com arginina demonstrou valares menores no grupe de pacientes (C: 556 164 uU . ml
1 min? X G-6-PD: 446 £ 55 pU .ml min), apesar desses resultados ndo terem sido
estatisticamente significantes; Tabelas 18, 19 e figura 7.

Os niveis de peptideo C nos controles e nos deficientes de G-6-PD, durante o teste da
argining, apresentaram-se semelhantes aos da insuling, exceto nos 3° e 5°. min. do estudo onde os
pacientes mostraram valores significativamente menores que os coniroles, 3°. min (C: 2,6 £ 0,3
ng/ml X G-6-PD: 1,2 + 0,3 ng/ml, p < 0,01) e 5° min. (C: 1.8 # 0,3 ng/ml X G-6-PD: 1,0 1 0,2
ng/mi, p < 0,05). Esses resultados encontram-se nas tabelas 20, 21 e figura 8.

A determinagdlo das dreas sob as curvas de peptideo C, assim como a drea total
mostraram, durante o estudo com arginina, resultados estatisticamente menores para os pacientes
com deficiéncia de G-6-PD (C: 18,0 £ 2,7 ng .ml" -min.* X G-6-PD: 10,1 22,2 ng. mI' -min.’, p
< 0,05) - tabelas: 22, 23 e figura 9.

Entretanto, essa andlise dos valores de insulina ou peptideo C durante tempos especificos
bem como a drea total nos 10 minutos do teste demostraram resultados heterogénios e de dificil
interpretagdo. Nesse sentido, Seaquist e Robertson (1992) utilizaram como indice de avaliagdo da
secregdo de insulina durante o teste da arginina a média dos 3 maiores valores de insulina ou
peptideo C durante os primeiros 5 minnutos do teste. A andlise desse indice em relagdo aos niveis
de insulina demonstra que individuos com deficiéncia de G-6-PD e controles apresentam valores
similares, mas quando utilizamos o peptideo C, os valores foram significativamente menores 1os
portadores dessa deficiéncia enzimdtica (C: 2,2 1 0,3 ng/mi X G-6-PD: 1,3 20,3 ng/mi, p < 0,05).
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Como ja& descrito para o T.E.T.G., também no Teste da Arginina estabeleceu-se a relagio
dos valores covertidos para pmol/l, obtidos entre a drea total sob a curva de insulina e a drea total
sob a curva de peptideo C, com o objetivo de se avaliar a extracdo hepdtica de insulina e os
resultados demonstraram que, apesar de ndo existir diferenca estatisticamente significante, os

pacientes com deficiéncia de G-6-PD apresentaram menor extragdo hepdtica (C: 35 £ 9,0% X G-
6-PD: 15 £ 6,0%).



TABELA 16: NIVEIS SERICOS DE INSULINA { yU/ml) EM INDIVIDUOS CONTROLES ANTES (
TEMPO 0) E DURANTE 10 MIN. APOS A INFUSAO INTRAVENOSA DE 50 mi DE
SOLUGAC DE L-ARGININA A 10% ( TESTE DA ARGININA ).

Controles 0 2min. 3min. 4 min. 5 min. 7 min, 10 min.
A.E.C, 11 23 69 Fi) 64 36 31
A.M.P. 17 146 124 103 B4 &8 37
E.A Q. 13 82 118 120 118 T2 58
E.P.S. 5 80 86 80 52 32 22
F.C.R. 5 70 110 72 62 26 15
H.S. L. 11 97 66 4 21 19 18
M. A Q. 30 124 g2 G2 B4 80 e0
M. J A S. 16 74 85 60 55 35 14
P4 5 70 8D [ 64 64 40
V.R. 5. 10 A8 70 110 100 80 70
W.R, 9 42 29 19 15 10 8
Nédia 12 78 84 72 85 47 37
E.P.M 2 11 8 ) 9 ] 3

TABELA 17 : NIVEIS SERICOS DE INSULINA { yU/ml ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES { TEMPO 0) E DURANTE 10 MIN. APOS A INFUSAQ INTRAVENOSA DE
50 ml DE SOLUCAO DE L-ARGININA A 10% ( TESTE DA ARGININA ).

Pacientes 0 2min. 3Imin. 4min. 5 min. 7min. 10 min.
A G 10 60 74 66 51 37 20
C.P.L. 10 5 7 18 18 23 16
E.P. 5. 16 101 B89 55 54 38 27
E.J. 8. 12 127 154 77 &0 25 20
G.G. A 8 22 26 17 18 13 8
J.B.N 5 34 40 18 32 K+ 12
JAR. 14 55 54 56 44 32 18
4. F.D, 14 148 32 74 69 3 23
J.S.C. 15 159 114 73 38 36 21
R, P. 8 58 54 34 44 22 17
W.R. S 10 143 1" 93 98 21 23
Média 1 87 79 53 48 29 198
E.P.M. 1 15 13 8 7 3 2
p<0,05  p<0,08
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REPRESENTACAO DGS NIVEIS SERICOS MEDIOS DE INSULINA ( uU/mt )

EM INDIVIDUOS CONTROLES E PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD ANTES
( TEMPO 0) E DURANE 10 MIN. APOS A INFUSAO INTRAVENOSA DE 50 mi

DE SOLUCAO DE L-ARGININA A 10%. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM

O ERRO-PADRAO DA MEDIA,

i 1 1 1 1 % i 1 ] 1 1 ) I

Q 2 a 4 8 7 10
tempo (min.)
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TABELA 18: AREAS SOB A CURVAS DE INSULINA SERICA ( wU. mi*min') DE INDIVIDUOS -
CONTROLES ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE 10 MIN. DO TESTE

DA ARGININA.
Controles 0.2 2-3 34 A5 5.7 7-10 TOTAL
: min. . min. min. min. min

A E.C. 34 46 72 70 100 10 423
AM. P 163 135 114 o4 152 1658 816
E.A. O, 25 100 119 119 180 195 818
E.P.S. 85 83 73 56 84 81 462
F.C.R. 75 o0 1) | 67 88 62 473

H.S. L. 108 82 54 31 40 56 37
M.A. O 154 103 72 73 164 255 821
M. J.A. 8. 90 80 73 58 80 74 465
P.J. 15 75 74 66 128 156 574
V.R. 5. 56 58 20 105 180 2% "7
W.R. 51 36 24 17 % 27 180
Média 8 81 78 69 113 126 556
E.P.M. 12 8 ) 9 17 23 64

TABELA 19 : AREAS SOB AS CURVAS DE INSULINA SERICA { pU. mi'.min* } DE PACIENTES COM
DEFICIENCIA DE G-8-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE 10 MIN. DO

TESTE DA ARGININA.
Pacientes 0-2 2-3 34 45 5-7 7-10 TOTAL
min. min. min. min. min, min.
A.G. 70 67 70 59 88 86 440
C.P.L 61 44 28 18 4 88 251
E.P. S, 17 85 63 55 20 o5 505
E.J. 5. 139 I 116 89 85 68 618
G.G. A 30 24 22 18 31 32 157
J.B. N, 30 37 29 2 67 ral 268
JAR. 68 55 55 50 76 75 380
J.F.D. 162 140 103 T2 108 93 678
J.5.C. 174 137 o4 56 74 86 621
R.P. 86 56 44 39 66 59 330
W.R. S. 153 127 102 o6 119 86 663
Média 98 23 88 M 77 72 440
E.P. M. 16 14 10 7 8 ] 55

M

p<0,0
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REPRESENTACAO DAS AREAS SOB AS CURVAS DE INSULINA SERICA

( pU.mi* - min.* ) DE INDIVIDUOS CONTROLES E DE PACIENTES COM DEFICIENCIA
DE G-8-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE OS 10 MN.

APOS A INFUSAO ENDOVENOSA DE 50 mi DE SOUCAO DE L-ARGININA A 10%. A
AREA TOTAL ( 0-10 MIN. ) ESTA REPRESENTADA NO FINAL DO GRAFICO.

AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O ERRO-PADRAOQ DA MEDIA.

I

3

2~3 3-4 4-5 5~-7
tempo (min.)
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TABELA 20: NIVEIS SERICOS DE PEPTIDEO C ( nglml) EM INDIVIDUOS CONTROLES ANTES
(TEMPO 0) E DURANTE 10 MIN. APOS A INFUSAQ ENDOVENOSA DE 50 ml DE

L-ARGININA A 10%.

Controles o Smin.  3min. Amin. 5min. 7min. 10 min.
A.E.C. 1.2 1.3 35 0.7 0.9 0.7 03
A M.P. - - - - - - -
E.A. O. - - - - . . -
E.P.S. 0.3 08 11 0.8 0.8 0.7 0.6
F.C.R. 15 24 3.3 33 20 2.6 22
H.S.L 0.7 1.2 22 23 2.0 1.9 15
M.AO. 20 40 42 2.4 3.0 29 3.0
M.J. A. S. 0.3 0.7 241 1.6 0.7 08 0.2
P.J. 15 1.8 26 27 28 28 2.1
V.R.S. 0.8 12 18 15 1.6 25 24
W.R. 1.1 33 2.2 2.0 1.5 15 1.7
Média 1.0 19 28 19 1.8 1.3 16
E.P.M. 0.2 04 03 0.3 0.3 0.3 03

TABELA 21: NIVEIS SERICOS DE PEPTIDEO C ( ng/ml ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES ( TEMPO 0 ) E DURANTE 10 MIN. APOS A INFUSAQ ENDOVENOSA

DE 50 ml DE L-ARGININA A 10%.
Pacienles 1] Z2min. 3min. 4dmin. Smin. 7 min. 10 min.
A, G. 0.1 05 0.4 0.6 0.4 05 0.3
C.P.L 0.7 0.8 0.9 10 08 1.3 08
E.P.S. 0.1 - 04 0.5 0.3 03 0.2 0.3
£ J5 . 0.1 0.5 08 0.5 08 05 03
G.G. A 0.3 1.2 0.4 0.6 07 06 0.7
J.B.N. 0.1 04 0.8 098 0.8 0.7 07
J.A_R. 04 12 0.8 1.3 1.0 0.6 11
J.F.D. 09 20 1.7 14 08 09 0.4
J.5.C. 1.2 35 3.1 25 25 23 20
R.P. 0.1 0.3 20 14 1.1 05 07
W.R. 8. 14 2.7 22 24 1.9 29 2.3
Média 0.5 1.2 12 1.2 10 190 0.9
E.P.N. 0.2 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2
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. REPRESENTAGAO DOS NIVEIS SERICOS MEDIOS DE PEPTIDEO C

{ ng/mi ) EM INDIVIDUOS CONTROLES E EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES ( TEMPO 0 ) E DURANTE 10 MIN. APOS A INFUSAO
ENDOVENOSA DE 50 mi DE SOLUCAOD DE L-ARGININA A 10 %. AS

BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O ERRO-PADRAO DA MEDIA.
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TABELA 22: AREAS SOB AS CURVAS DE PEPTIDEO € SERICO ( ng.mi*min*) DE
INDIVIDUOS CONTROLES ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE OS
10 MIN. DO TESTE DA ARGININA.

Controles 0-2 23 34 45 5-1 7-10 TbTAL '

min. min. min. min. min. min.
A E.C. 25 2.4 21 0.8 16 15 109
A.M.P. - - - - - - -
E.A. Q. - - - - - - -
E.P. 8. 11 1.0 1.0 0.8 15 20 74
F.C.R. 39 29 33 3.4 55 12 259
H.S. L. 18 1.7 2.3 2.2 38 5.1 171
M A. Q, 6.0 4.1 33 2.7 59 88 30.9
M.J.A.S. 10 1.4 19 1.2 15 15 85
P.Jd 33 22 2.7 28 506 7.4 249
V.R. 8. 20 1.5 1.7 1.6 4.1 7.4 183
W.R. 4.4 28 2.1 ig 30 4.7 188
Média 2.9 22 23 19 36 51 15
EPM 0.6 0.3 0.2 03 0.6 09 27

TABELA 23: AREAS SOB AS CURVAS DE PEPTIDEQ C SERICO ( ng.mi'.min* ) DE PACIENTES COM
DEFICIENCIA DE G-8-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE OS 10 MIN,

DO TESTE DA ARGININA .
Pacientes é-2 23 34 4.5 57 7-10 TOTAL
min. min. min. min. min. min.
A.G 0.4 05 0.5 05 0.9 1.2 4.0
C.P.L 15 0.9 10 0.9 2.1 32 86
E.P.S. 05 05 0.4 03 0.5 0.8 30
E. L &. 08 0.7 0.7 0.7 1.3 1.2 8.2
G.G. A 15 0.8 0.5 07 13 20 6.8
J.B.N. 0.5 0.5 08 09 15 21 6.3
J.A R. 1.6 10 11 1.2 1.6 28 91
J.F.D. 29 19 1.8 1.1 17 20 11.2
J. 5. C. 47 33 28 2.5 48 6.5 24.6
R.P. 0.4 1.2 1.7 1.3 1.8 1.8 8.0
W.R. 8 41 25 23 2.2 48 7.8 2.7
Média 17 13 1.2 11 20 28 10.1
E.P.M 05 0.3 0.2 0.2 04 0.7 22
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- Teste de Telerdncia a Insulina

Em relagdo ao estudo da sensibilidade periférica & insulina, avaliade pelo Teste de
Tolerdncia & Insulina (T. T. L), os resultados dos niveis glicémicos encontram-se nas tabelas 24, 25
e figura 10.

Este teste mostra uma correlacdo muito boa com o melhor método para avaliar a
sensibilidade periférica & insulina, que ¢ o "clamp euglicémico”. De maneira semelhante ao clamp,
os individuos controle apresentaram uma dispersdo muito grande nos valores do Kiti variando de
2,94 a 14,75, sugerindo que a sensibilidade periférica & insulina apresenia grandes variagdes em
indivichios controle. De maneira semelhante os pacientes com deficiéncia de G-6-PD também
apresentaram essa dispersdo nos valores do Kitti, e quando comparados com individuos controles,

ndo houve diferengas significativas.
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TABELA 24: NIVEIS SERICOS DE GLICOSE ( mgdi } EMINDIVIDUOS CONTROLES ANTES (
TEMPO 0) E DURANTE 15 MIN. APOS A INFUSAO ENDOVENOSA DE 0,1 Ut DE
INSULINA HUMANA / Kg DE PESO CORPORAL ( TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA ).
AS DUAS COLUNAS DA DIREITA DEMONSTRAM OS VALORES DE t% E K.r.xt.,
RESPECTIVAMENTE.

Confroles a Imin, Gmin. 9min. 12min. B5min. T K

A.E.C. 80 78 68 54 43 28 B.29 8.35 .
A.M.P. 74 [4) 70 64 56 51 2350 2.94
E.A. Q. 68 67 58 50 34 30 10.37 6.68
E.P.S. 75 68 63 60 48 43 17.49 3.96
F.C.R. 84 98 88 74 67 59 16.15 429
H. 5. L 78 82 67 46 24 13 470 1475
M.A.C. 70 65 67 49 41 32 10.89 6.36
M. J.A S 85 B9 75 69 62 56 18.61 372
P.Jd. 83 8D 70 62 o3 35 10.76 6.44
V.R.S. 92 79 61 47 39 20 8.48 8.17
W.R. B4 88 77 61 5 38 9.94 6.97
Media 79 19 70 58 43 38 12.65 6.60
E.P. M. 2 3 2 3 4 4 1.70 1.00

TABELA 25: NIVEIS SERICOS DE GLICOSE ( mg/d] ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA DE
G-6-PD ANTES ( TEMPO0) E DURANTE 15 MIN. APOS A INFUSAQ ENDOVENOSA DE
0,1 Ul DE INSULINA HUMANA/Kg DE PESO CORPORAL ( TESTE DE TOLERANCIA A
INSULINA ). AS DUAS COLUNAS DA DIREITA DEMONSTRAM OS VALORES DE 32 E
K.r11, RESPECTIVAMENTE.

Pacientes 9 3min. Bmin. Smin. 12min. 1min. T% K

A.G. 80 79 76 65 51 48 14.90 465
C.PL 75 88 81 57 48 34 8.57 8.08
E.P.S. 79 7" 67 66 - 54 47 19.98 3.47
E.J. S. 85 76 81 7 60 57 23.75 292
G.G.A. 88 81 78 63 49 40 11.08 6.25
J.B. N, - - - - - - - -
JAR. 66 73 76 53 45 20 877 7.90
J. F. D 80 93 81 70 58 47 12,24 5.66
J.S8.C 75 s 73 51 45 40 12,92 5.36
R.P. 70 74 68 60 53 M 14.54 477
W.R.S. 84 74 77 62 43 37 1058 6.56
Média 79 78 79 62 5 42 1.i3.73 5.50
E.P. M. 3 2 2 2 2 3 1.50 0.50
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FIGURA10:  NIVEIS SERICOS MEDIOS DE GLICOSE ( mg/dl ) EM INDIVIDUOS
CONTROLES E PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD ANTES ( TEMPQ 0)
E DURANTE 15 MIN. APOS A INFUSAO ENDOVENOSA DE 0,1 U INSULINA
HUMANA/Kg DE PESO CORPORAL. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM
O ERRO-PADRAC DA MEDIA.
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- Teste do Cortisol

Para o grupo II, as caracteristicas gerais dos individuos controle e pacientes com
deficiéncia enzimdtica, submetidos ao teste de estimulacdo da adrenal com ACTH - Teste do
Cortisol - encontram-se nas tabelas 14 ¢ 1B e demonstram equivaléncia entre os grupos.

Os niveis basais de cortisal plasmdtico para individuos controle e deficientes em G-6-PD
nilo apresentaram diferengas estatisticamente significativas - tabelas 26, 27 ¢ figura 11.

Apbs estimulo com ACTH, utilizando o teste t de studet, os niveis de cortisol foram
significativamente menores em pacientes com deficiéncia de G-6-PD no tempo 30 min. (C: 26 2 1,2
ug/dl X G-6-PD: 21,1 % 1,8 pg/dl, p < 0,03), mas aos 60 e 120 min. essa diferenga desapareceu.
Quando os resultados foram submetidos & andlise de varidncia multivariada, foram menores
durante a primeira hora para o grupo de pacientes com deficiéncia de G-6-PD ( p=0,03 ), mas
durante a segunda hora do teste ndlo houve diferencas estatiticamente significativas entre os
grupos.

A andlise das dreas sob as curvas de cortisol plasmdtico, também, nldo mostrou diferengas
estatisticas entre individuos controle e portadores de deficiéncia de G-6-PD - tabelus 28, 29 e

Jigura 12.
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TABELA 26 : NIVEIS SERICOS DE CORTISOL (pg/d) DE INDIVIDUOS CONTROLES ANTES
(TEMPOS -15 E 0 ) E DURANTE 2 HORAS APOS A INFUSAQ ENDOVENOSA DE
0,25 my DE CORTROSINA { ACTH } - TESTE DO CORTISOL.

Controles =15 min. 0 30 min, 60 min. 120 min.
ACV. 128 13.3 286 360 400
AP.S. 140 115 210 245 280
C.H.R. 7.7 8.5 36.1 33.2 33.8
E.J.B. 3.2 - 255 255 26.0
E.T. 146 B.7 22.9 3.2 37.1
H.S. 145 150 2286 304 216
JA.C. 15.0 18.0 285 265 285
JMR. - 123 6.0 21.0 260
MAR,. 9.3 9.7 23.1 31.2 24.4
M.JAS. 10.0 1.8 28 320 310
0.1.0. 17.0 148 D0 30.0 38.0
R.M. 18.7 124 238 238 36.9
S.LM. 9.8 9.6 200 36,0 40.0
58.T. 7.2 7.4 175 253 22
V.C.S, 195 18.0 270 290 30.0
V.RM, - 13.0 3.0 420 40.0
Média 12.8 12.2 26.0 30.0 314
E.P.M. 1.0 1.0 1.2 14 1.7

TABELA 27: NIVEIS SERICOS DE CORTISOL { ug+./di ) EM PACIENTES COM DEFICIENCIA
DE G-6-PD ANTES ( TEMPOS -i5 E D) E DURANTE 2 HORAS APOS A INFUSAQ
ENDOVENOSA DE 0,25 mg DE CORTROSINA (ACTH } - TESTE DO CORTISOL.

Pacientes =15 min. 0 30 min. 650 min. 120 min.
A A 17.5 1756 286 340 34.0
A.D.S. 54 4.2 240 280 255
C.LB. 10 10 7.7 95 141
JAS, 16.9 15.0 19.0 295 380
J.P.5. 17.2 175 20.6 310 440
J.R.S. 100 101 216 26.6 3.8
JV.S. 10.0 6.6 225 265 275
L.C.S. 10.8 84 230 285 29.0
LPF. 150 115 170 250 255
P.G.N. 120 10.0 27.0 29.0 324
RL. 100 170 19.0 215 210
R.P. 1.2 88 145 220 20
Média 10 10.6 211 59 28.7
E.P.M. 14 15 18 138 2.3

p<0,05




FIGURA11:  NIVE!IS SERICOS DE CORT!_SOL { pg/dl } EM INDIVIDUOS CONTROLES
E PACIENTES COM DEFICIENCIA DE G-6-PD ( GRUPO H } ANTES
{ TEMPO -15E 0) E DURANTE 2 HORAS APOS A INFUSAC ENDOVENOSA DE
0,25 mg DE CORTROSINA { ACTH ). AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O
ERRO-PADRAO DA MEDIA.
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TABELA 28 : AREAS SOB AS CURVAS DE CORTISOL SERICO ( yg.dl'min') DE INDIVIDUOS -
CONTROLES ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE 2 HORAS APOS A
INFUSAOQ ENDOVENOSA DE 0,25 mg DE CORTROSINA (ACTH ).

Controles =150 0-30 30-60 60-120 TOTAL
min. min. min. min.
ACV. 1058 828,55 969,0 2.280,0 4.073,3
APRS. o3 4AB7 5 . 6825 1.515,0 28763
C.H.R. 129.0 6840 1.039,5 2.013,0 3.8655
E.JB. 379,2 379,2 765,0 15450 3.0683
E.T. 1748 4740 8565 21380 3.644,3
H.S. 213 564,0 785,0 1.560,0 3.140,3
JAC. 2325 9525 7850 1.650,0 36300
JM.R. - 5745 705,0 1.410,0 26885
M.A.R. 146,3 4920 8145 04 1.803,2
M.JAS. 163,5 5190 8220 1.890,0 33945
0.1.0. 2385 6720 800,0 2.040,0 3.850,5
R.M. 233,3 5430 7140 1.821,0 33113
S.LM. 1455 579,0 975.0 2.280,0 39795
SS.T. 1095 3735 6420 1.425.0 25500
V.C.5. ' 2813 6750 840,0 1.770,0 3.566,3
V.R.M. - 8900 14260 2.480,0 42750
Média 2030 580.0 840.0 1.759,3 3.3574
E.P. M. 19,0 35,0 33,0 124,0 1620

TABELA 28 : AREAS SOB AS CURVAS DE CORTISOL SERICO ( pg.di*.min* ) DE PACIENTES
COM DEFICIENCIA DE G-6-PD ANTES E NOS VARIOS SEGMENTOS DURANTE
2 HORAS APOS A INFUSAO ENDOVENOSA DE 0,25 mg DE CORTROSINA (ACTH ).

Pacientes 15 0-30 30-60 60-120 TOTAL
min. min. min. min.
A A 2625 6915 9390 2.040,0 3.0330
AD.S, 720 4230 7800 1.605,0 2.880,0
C.LB. 15,0 130,5 258,0 708,0 1.1115
JAS. 2383 5100 12075 20250 4,068,8
J.P.S. 2603 706,5 2090 22500 41258
J.R.S. 1508 475,85 723,0 1.752,0 31013
JV.S. 1245 426,85 735,0 1.620,0 2916,0
L.C.S. 1440 4710 17125 1.725,0 311258
LPF. 198,68 4275 630,0 15150 2713
P.G.N. 165,0 5550 B40,0 $.8420 3.402,0
RL 2025 54D.0 6075 1.2750 26250
R.P 120,0 3485 5475 1.320,0 23370
Média 162,6 476 4 753,3 1.638,8 30320
E.P.M. 22,0 45,0 740 121,0 240.0
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FIGURA12: REPRESENTACAO DAS AREAS SOB AS CURVAS DE CORTISOL SERICO
( ug.ml* - min.* ) DE INDIVIDUOS CONTROLES E DE PACIENTES COM DEFICIENCIA
DE G-8-PD ANTES E NOS SEGMENTOS DURANTE AS 2 HORAS AFQS A
INFUSAO INTRAVENOSA DE 0,25 mg DE CORTROSINA ( ACTH ). A AREA
TOTAL REPRESENTADA NO FINAL, CORRESPONDE AO INTERVALO DE
TEMPGQ DE -15 A 120 MIN. AS BARRAS VERTICAIS REPRESENTAM O ERRO-

PADRAO DA MEDIA,
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DISCUSSAO
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Apesar da deficiéncia de G-6-PD, um erro inato do metabolismo de carboidratos ligado ao
cromossomo X, ser mais conhecida por causa da sua susceptibilidade & hemélise seja induzida por
infecgdes, drogas, ou outras situagdes, essa deficidncia enzimdtica ndo ocorre somente a nivel
eritrocitdrio.

Estudos em vdrios grupos de individuos poriadores de deficitncia de G-6-PD tém
demonstrado que essa deficiéncia enzimdtica ocorre, também, em outras células, tecidos e Hquidos
corporais, incluindo: leucdcitos (Marks e Gross - 1959 e Ramot e cols. - 1959 - a); plaquetas (
Ramot e cols. - 1959 - b); figado (Brunetti e cols. - 1960); pele (Gartler e cols - 1962 ¢ Nitwsky e
cols. - 1963); cristafino (Zinkham - 1960); gldndulas supra-renais (cortex) e rins (Chan e cols. -
1965), leite -durante a lactagdo- (Sklaunu - Zurukzoglu e cols. - 1965) e saliva (Ramot e cols. -
1960). Portanto, a extensdo e a gravidade dua deficiéncia de G-6-PD poderiam estar associadas a
alteracdes no metabolismo da glicose em outras células e tecidos de todv o organismo.

Em nosso estudo anterior Monte Alegre e cols. - 1991) ficou evidente que o gmpo de
individuos com deficiéncia de G-6-PD apreseniava uma redugdo na secregdo insulinica marcante
nos primeiros minutos apds a infusdo endovenosa de glicose.

O presente estudo corrobora nossos resultados anteriores quanto ao processo secretdrio
de Insulina em pacientes com deficiéncia de G-6-PD, considerando que a sintese e secregdo deste
fhorménio dependem de sinais gerados durante o metabolismo da glicose na célula f pancredtica
(Sener e Malaisse - 1978). Além dissa, esses resultados enfatizam a importdncia do uso do teste
endovenoso de tolerdncia & glicose (T. E. T. G.) na deteccllo da disfun¢do discreta ou inicial da
célula fi pancredtica (Boden e cols. - 1968, Porte Jr. e Pupo. - 1969, Srikanta e cols. - 1983,
Soldner e cols. - 1986 e Laychock - 1990).
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Apés avaliagdo das variacdes entre e Intra-individuais na primeira fase de secre¢do de
insulina em resposia & glicose endovenosa, Smith e cols. (1958} ¢ Bardet e cols. (1989}, chegaram &
conclusdo de que, apesar da resposta insulinica a esse teste ser varidvel, o estudo da primeira fase
é de grande valor prognéstico e importante para estudos epidemiologicos. Nesse trabaltho, os
autores propdem indices para a avaliagdo da primeira fase de secre¢do como: somatéria dos
valores insulinicos obtidos nos 1°. e 3° minutos da curva insulinémica, drea total nos primeiros 10
minutos sob a curva insulinica, "incremento” da drea nos primeiros 10 minutos e média do
incremento da drea de 3 a 5 minutos.

A utilizacflo de quaisquer desses Indices em nosso estudo demonstra que a fase rdpfda de
secre¢do de insulina ¢ significativamente diminuida nos pacientes com deficiéncia de G-6-PD.

Confirmando esses resultados estdo os niveis séricos de peptideo C que vém sendo
utilizado como indice mais preciso para avaliar a secre¢do de insulina. Vdrios estudos tém
salieniado que a melhor maneira de se avaliar a fungdo secretdria da célula [ pancredtica, seja
apés estimulos com glicose oral ou endovenosa (Eaton e cols. - 1980, Hampion e cols. - 1986) é
através da quantificagdio do peptideo C a nivel sanguineo ou urindrio (Kuzuya e cols. - 1976,
Rubenstein e cols. - 1977, Horwitz e cols. - 1977, Kuzuya e cols. - 1978 e Blix e cols. - 1982) e isto
se deve, pelo menos em parte, aos Jfatos de que o peptideo C, além de ser secretado em
conicentragdes equimolares com a insulina, ndo é metabolizado a nivel hepdtico, mas sim renal,
sendo sua captaglio por outros tecidos (muscular, adiposo efc) pouco significativa (Katz e
Rubenstein - 1973; Horwitz e cols. - 1975, Heding ¢ Rasmussen - 1975, Kuzuya e Matsuda - 1976 e
Faber e cols. - 1978).

Assim, também, os niveis de pepiideo C no T.E.1.G. estilo reduzidos nos pacientes com
deficitncia de G-6-PD durante a primeira fase de secreqllo de insulina, da mesma forma que os
indices: somatéria dos nivels de peptideo C nos 1° e 3° minutos da curva de peptideo C, drea total
nos primeiros 10 minutos sob a curva de peptideo C e o incremento da drea nos primeiros 10
minutos do teste.

Eppes ¢ cols. (196%) ndo demonstraram alteragdes nos niveis insulinémicos durante ¢
TET.G. em paclentes com deficiéncia de G-6-FD. Entretanto, nesse estude os aulfores ndo
determinaram a insulina nos minutos iniciais do teste, perfodo que reflete a Jase rdpida de secregdo
desse horménio. Assim, é importante a dosagem de insulina a intervalos regulares nos primeiros 10
minutos do T.ET.G. quando se objetiva investigar de maneira precisa e sensivel a secregdo
insulinica (Srikania - 1985)

As hipdteses para explicar a secregdo de insulina reduzida nos individuos com deficiéncia
de G-6-PD nascem das observa¢Bes da sequdncia de eventos metabdlicos e ibnicos nas células
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pancredticas mediados pela glicose (Sener e Malaisse - 1978; Prentki e Matschinsky - 1987 e Petit
e cols. - 1987). A provdvel diminuigdo na produgdo de NAD(P)H nos pacientes com deficiéncia de
G-6-PD poderia explicar a resposta secret6ria de insulina reduzida apés a infusdo de glicose
endovenosa. :

Estudos nas tiltimas décadas sugerem, entre outros que 0 efeito do metabolismo da glicose
na diminuicdo da permeabilidade ao K+ poderia ser mediado por alteragdes no estado "redox” de
NADP)HINAD(P) (Hedeskov - 1980 e Ashcroft - 1980). Esses estudos demonstraram que, ao se
diminuir o nivel de NAD(P)H nas células, pelo uso de bioqueadores (menadiona ou azul de
metileno, por exempio), hd aumento da peﬁneabﬂidade ao K+ mesmo em presenga de glicose. Em
contra partida, o aumento de NAD(P)H conduz a alteragdes nas concentragdes i0nicas
intracelulares com consequente influxo de Ca+? e secrecdo de insulina (Boschero e cols. - 1977,
Howell - 1984; Kakei e cols. - 1986; Henquin - 1986; Dunne e Petersen - 1986; Premiki ¢
Matschinsky - 1987; Draznin - 1988, Howell e Bird - 1989 e Pralong e cols. - 1990). Paten e cols.
(1973), em estudo com ilhotas pancredticas isoladas, usando variagdes na concentragdo de glicose,
monilorizaram por meio de fluorescéncia, a presenca de nucleotideos piridinicos reduzidos. E,
demonstraram que a elevacdo na concentragde da D-glicose do meio de 0-5 mM para 20 mM levou
@ um aumento na fluorescéncia [NAD(P)H] iniciada 10 a 20 segundos apés a mudanga no meio.
Esse efeito de aumentar a fluorescéncia poderia ser devido a uma maior produ¢lo de NADF)H
pela metabolizacdo da glicose no ciclo das pentoses-fosfato.

Foi proposto por Howell e cols. (1989) e Verspohl e cols. (1988) que a regulagdo da
permeabilidade iénica da célula [ ocorreria através do sistema glutationa, onde a relagdo
glutationa reduzida (GSH)/glutationa (GSSG) modificaric o estado veduzido dos grupos
sulfidrilicos de proteinas da membrana celular, sendo este "sistema” regulado pela relacdo
NAD(P)H/NAD(P). Portanfo, as alteracbes nestas proteinas da membrana citoplasmdtica
poderiam, por sua vez, deteminar a permeabilidade dessa membrana ao K+, iniciando' a fase
rdpida da secrecdo de insulina.

Em estudo de cultura de ilhotas pancredticas de ratos, Verspohl e cols. (1988)
demonstraram que a secrecdo de insulina induzida por glicose estava diminuida com o decorrer do
tempo de cultura. Observaram também que, apesar do efluxo de potdssio ndo ter sido afetado
durante o pelodo de cultura, o contetido de NAD(P}JH e GSH, assim como a captagdo de cdicio
estavam diminuidos, sugerindo uma relagdo direta entre o contetido de NAD(P}H e a captagdo de
cdlcio, mas ndo uma relagdio entre o efluxo de poldssio e o contetido de NAD(P)H.

Como podemos observar, na deficiéncia de G-6-PD, a produgdo de NADP)H esid
reduzida, podendo, em consequéncia, levar a alleragdes na primeira fase da secregdo insulinica
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Alguns estudos tém demonstrado que a glicose induz profundas mudangas o metabolismo
de palmitato na ilhota, concomitantemente & estimula¢do da liberagdo de insulina. Vara e
Rodriguez (1986), utilizando métodos isotdpicos (glicose-U-14C), mostraram que a sintese de novo
de dcidos graxos é um processo presente na ilhola apés a adigdo de glicose, e que a incorporagio
desse dcido graxo sintetizado a josfolipedes mosirou uma relagdo positiva e significativa com a
secregdo de insuling. Conclui-se, desse modo, que a sintese de novo de dcidos graxos ¢ uma via
metabblica que pode prover as células da ilhota de intermedidrios liptdicos (diacilglicerol e/ou
Josfolipides especificos), que foram considerados como possivels mediadores do sistema
mensageiro de cdlcio, embora esses dados ndo sejam uniformemente observados (Wolf e cols. -
1990).

Corkey e cols. (1989) e Prentki e cols. (1992), tém proposto um modelo no qual a malonil-
Cod e ésteres-CoA de cadeia longa (derivados de dcidos graxos) sdo os fatores metabélicos que se
acoplam quando a célula fi pancredtica ¢ estimulada com glicose ou outros nutrientes (dcidos
graxos). Esses nutrientes ou a sua combinagdo poderiam concomitantemente aumentar a produgcio
de acetil-Cod e promover a entrada dessa no ciclo de Krebs (causando liberacdlo de insulina).
Como resutado haveria um aumento no nivel de citrato aumentando, consequentemente, a
concentragdo de malonil-CoA. Esta, por sua vez, acaba por inibir a carnitina palmitato transferase
1 inibindo a oxidacdo de dcidos graxos. Desta forma, haveria um qumento nos ésteres de acil-Cod
de cadeia loriga, elevando, assim, a concentragdo de complexos com a-glicerqfosfato e a formagdo
de diacilglicerol que ativaria as quinases C citoplasmdticas. Alternativamente, a acil-Cod de
dcidos graxos poderia modular a agdo das quinases C ou modificar o estado de acetilagdo das
proteinas envolvidas na regulagdo da atividade dos canais idnicos e exocilose causando liberacdo
de insulina.

E importante destacar que, no processo de sintese de dcidos graxos, a partir de glicose,
NAD(P)H é um cofator essencial que atua como doador de hidrogénia. Isso poderia explicar a
menor secreqdo de insulina em pactentes com alteragdio enzimdtica na via das pentoses (Laychock -
1983, Montagiie e cols. - 1985 e Metz - 1938).

Embora nas hipdteses aventadas a via inicial comum é uma diminui¢do da produgdo de
NAD(P)H pelo "shunt” das pentoses, existem duas outras fonies citoséricos desse nucleotidea
reduzido que sdo: a reagdo da isocitrato desidrogenase e a emzima mdlica que cataliza a
descarboxtlagdo oxidativa do malato a piruvato (Harper - 1982).

A tuz desses conhecimentos, a andlise dos nossos resultados pode indirelamente sugerir
que a diminui¢do da producdo de NAD(P)H pela via das pentoses posstvelmente explica, nos
pacientes com deficiéncia de G-6-PD, a alteragdo na primeira Jase de secregdo de insulina. Mas,
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posteriormente, as outras fonles citoséricos atuam ¢ compensam a produgdo desse nucleotideo
reduzido. .

Mas, o processo secretério de insuling pode ser estimulado, além da glicose, por outros
substratos metabélicos como os aminodcidos e, neste grupo, a L-arginina tem sido, recentemente,
citada como agente mediador da secregito de insulina induzida por proteinas.

Em nosso estudo, observamos que a estimulagdo com L-arginina provocou uma resposia
secretéria de insulina semelhante nos dois grupos, mas os pacientes com deficiéncia de G-6-PD
apresentaram uma elevagdo menor do peptideo C que a do grupe controle. | .

Embora o seu mecanismo como substdncia estimuladora da secreglo de insuling ndo seja
claro, sabe-se que a L-arginina é meiabolizada na ithota pancredtica ¢ os produios do seu
metabolismo foram encontrados dentro das ilthotas de Langerhans e em células tumorais secretoras
de insulina, de uma maneira diretamente proporcional & secrecdo deste horménio. Os mecanismos
propostos como alteragbes na carga e pH intracelulares, estimulacdo de canais de Ca+*voltagem-
sensivels ¢ utilizacdo da L-arginina como substraio para a sintese de poliaminas ou
transglutaminases ndo esclarecem no entanto, de maneira satisfatoria, a sua acdo na secregdo de
insulina (Schmidt e cols. - 1992).

O metabolismo citoplasindtico da L-arginina a éxido nitrico parece ocorrer por acdo da
Sxido nitrico sintetase, uma enzima Ca+3 e NADPH dependente. Assim a produgio aumentada de
éxido nitrico atuaria estimulando a guanilato ciclase ocasionando um aumento na concentragdo de
GMPc, podendo ser este dltimo um "mensageiro” para a sinlese de insulina (Laychock - 1987),
embora isto ndlo seja consenso (Jones e cols. - 1992). A partlr desses dados podemos inferir,
indiretamente, que no mecanismo de agdo da arginina, durante a estimulagdo da célula p
pancredtica, o NADPH teria algum papel, se¢fa na ativagdo da enzima éxido nitrico sintetase ou até
mesmo em outras etapas da sequéncia metabdlica que ainda necessitam ser elucidadas. Isso
poderia explicar a menor secregdo de peptideo C nos pacientes com deficiéncia de G-6-PD.

Apos ser secretada, aproximadamente 50% da insulina é degradada na sua passagem
inicial pelo figado. A etapa inicial na degradagdo da insulina pelo figado ¢ a sua ligagdo nos
receptores de insulina na membrana celular dos hepatbcitos. Assim, a integridade funcional do
receptor ¢ essencial para a degrada¢do de insulina. © receptor é uma proteina transmembrana
composto de duas subunidades ¢ e duds f ligadas por pontes dissulfeto. A enzima GIT (zlutationa
insulina-transidrogenase) parece desempenhar um importanie papel na estabiliza¢do da estrutura
dessas subunidades. Essa enzima é NAD(P)H dependente e uma diminuigdo na quantidade desse
nucleotideo reduzido, como ocorre na deficiéncia de G-6-PD, pode levar a uma menor
estabilizacdo das subunidades, com consequenie alteragdo Juncional dos receptores. Isso poderia



60

explicar a menor extracdo hepdtica de insulina nos pacientes com deficiéncia de G-6-PD durante o
TETG

E interessante observar que, durante o tesie da arginina, os portadores de deficiéncia de
G-6-PD apresentaram extragdo hepdtica de insulina menor gque os individuos do grupo
controle,embora essa diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa. E fato bem
estabelecido que a arginina diminui a extracdo hepdtica de insulina (Duckworth - 1988), e isso
ficou evidente em nosso estudo pois a extracdo hepdtica de insulina, tanto em pacientes como em
controles, foi menor apés estimulo com arginina em comparagdo ae TET.G. Reforcando ainda
essa observagdo estilo os nossos dados que mastraran uma menior elevagdo nos niveis periféricos
de peptideo C , mas ndo de insulina, em pacientes com deficiéncia de G-6-FD durante o teste da
arginina. E provdvel que, por alguma a¢do da arginina, pacientes e controles tenfam apresentado
extragdlo hepdtica de insulina menor quando comparados aos dados relativosao T . E. T. G.

Avaliamos também, através do teste de tolerdncia a insulinag (TT1) de 15 nin., a
sensibilidade periférica a esse horménio em pacientes com deficiéncia de G-6-FD.

O TTL com dura¢do de uma hora ou mdis, sofre restricbes para avaliacdo da
sensibilidade periférica & insulina em virtude do aumento de horménios contra-reguladores como
horménio do crescimento, adrenalina e cortisol no decorrer do leste, que, ceriamente,
influenciardo a sensibilidade periférica & insulina.

Bonora e cols. (1989) demonstraram a importdncia e validade do TT1 durante 15 minutos
para determinar a sensibilidade periférica & insulina "in vivo®, assim como a sua equivaléncia a
métodos mais recentes e mais precisos nesse tipo de avaliaclo como os estudos com "clamp” de
glicose euglicémicos e hiperglicémicos (De Fronzo - 1979). Ressalta ainda que o periodo ideal
para o estudo da sensibilidade & insulina sdo os primeiros 15 min. e que a resposta contra-
regulatéria aos efeitos da insulina exégena se fuzem presentes somente apos esse periodo.

Em nosso estudo, mostramos que os individuos controle e pacientes com deficiéncia de G-
6-PD ndo apresentam diferengas quanto & sensibilidade periférica & insulina quando submetidos ac
teste de tolerdncia & insuling exégena. Uma explicacdo provdvel para esse dado pode ser baseada
no fato de que a via das pentoses é quantitativamente insignificante na metabolizaclo de glicose a
nivel periférico, sendo que o principal destino metabolico deste monossacarideo ¢ o
armazenamento na forma de glicogénio (Saad e cols. - 1989).

Desta forma, demonstramos em nosso estudo que os pacientes com deficiéncia de G-6-PD
apresentaram uma diminuicdo da secregdo de insulina em resposta a glicose e a arginina mas com
sensibilidade periférica & insulina semelhante a de individuos controle.
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As consequéncias clinicas da diminui¢do du fase rdpida de secregdo de insulina sdo
controversas. Hd alguns anos vdrios estudos demonstraram redugdo progressiva dessa fase de
secrecdo de insulina antes do inicio de diabetes mellitus tipo I (Srikanta e cols. - 1985), assim como
alteragdo no diabetes mellitus tipo 11 (Brunzell e cols. - 1976). Para outros pesquisadores, a
diminuicdo drdstica da primeira fase ndo indica necessariamente, ainda que mantida, evolugdo
para diabetes mellitus tipo I (Vialletes e cols. - 1988), assim como Eriksson e cols. (1989) sugerem
que em pacientes com alto risco para desenvolver diabetes mellitus tipo 1l o defeito primdrio ¢ a
resistencia periférica & insulina, sendo a diminui¢do da primeira fase de secre¢do de insulina
marcante quando os individuos jd apresentam intolerdncia a carboldratos. Entretanto o diabetes
mellitus tipo Il é uma doenga helerogénea e evidéncias recentes sugerem que uma diminui¢do na
secrecdo de insulina pode ser um defeito nos parentes em 1° grau em algumas populagdes de
diabéticos (Pimenta e cols. - 1992).

Os estudos que procuram associar a deficiéncia de G-6-PD & intolerdncia a carboidratos
ou diabetes mellitus também sdo controversos. Para Chammugam e Frumim (1964), em seu estudo,
individuos com deficiéncia de G-6-PD apresentaram, ao teste oral de tolerdncia & glicose padrdo ¢
ao sensibilizado com cortisona, desde hiperglicemia aos 120 min. a curvas francamente diabéticas.

Eppes e cols. (1966) ndo observaram alteracdes quando os pacientes com deficiéncia de
G-6-PD foram submetidos ao teste oral de tolerdncia & glicose padrdo ou com aumento da dose de
glicose, mas estes individuos apresentaram niveis glicémicos significativamente mais altos que os
controles nas primeira e segunda horas do teste oral de tolerdncia & glicose modificado por
cortisona, Na sequéncia de seu estudo, Eppes e cols. (1969) mostraram que os portadores dessa
deficiéncia enzimdtica respondiam ao T. E. T. G. modificado por cortisona, com niveis glicémicos
significativamente superiores aos dos individuos controle dos 20 aos 60 minutos do teste.

E interessante observar que estudos epidemiologicos demonstram uma clara associagdo
entre diabetes mellitus e deficiéncia de G-6-PD em populacdes diferentes como chineses, indianos e
maldstanos (Kessler - 1970 e Saha - 1979). Nesse sentido estudos epidemiologicos precisam ser
realizados em nosso meio.

Em relacgilo ao grupo II, submetido ao teste do cortisol, os resuliados do nosso estudo
mostram que ndo hd diferengas significativas, entre pacientes com deficiéncia de G-0-PD e
indivios controle, nos niveis basais de cortisol plasmadtica. Mas, durante os primeiros 30 minuios
apds a estimulagdo das adrenais com infusdo de ACTH, os valores de cortisol foram menores nos
pacientes com deficiéncia de G-6-PD, sugerindo que a G-6-PD na adrenal poderia ter um papel na
fase inicial de produgdlo do cortisol. Jd na segunda hora apos a estimulagdo com ACTH, os
resultados sdo semelhantes nos dois grupos de estudo (conirole e deficientes G-6-PD) sugerindo
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que a G-6-PD, nesta fase, ndo é mais limitante para a produgdo de cortisol e que o NADP)H
produzido pela G-6-PD ndo é importante nas reagdes de hidroxilagdo no citoplasma. Além disso, o
NAD(P)H poderia ser produzido por outras fontes, citadas anteriormente, como a reagdo da
isocitrato desidrogenase e da enzima mdlica, suprindo assim a fulta de NAD(P)H gerado na via das
penioses (Harper - 1982). '

Desta forma, o trabatho realizado por So e cols. (1973} que, esiudando pacientes com
deficiéncla de G-6-PD ndo notaram alteragbes na secre¢do de cortisol durante 3 dias apds
estimulagdo, e o nosso estudo estdo em concorddncia, pois nllo demonstraram diminuicdo na
secregdo de cortisol apds a primeira hora de infusdo de ACTH.,

Em conclusdo, os resultados desse estudo demonstram que pacientes com deficiéncia de
G-6-PD apresentam redugdo na fase rdpida de secre¢do de insulina apds estimulo com glicose ou
arginina, assim como, redu¢dlo na extragio hepdtica desse horménio, sensibilidade periférica &
insulina semelhante a de individuos controle e redugdo inicial na secrecdlo de cortisol apis
estimulo com ACTH, sugerindo que a integridade funcional da via das pentose é essencial no
processo de secregdo de insuling e cortisol ¢ na metabolizagdo hepdiica de insuling.
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A deficiéncia de G-6-PD ¢ um erro inalo do metabolismo de carboidratos em que a
atividade ou estabilidade da glicose-6-fosfato desidrogenase (enzima que cataliza a reagdo inicial
da via das pentoses-fosfato) estd reduzida.

Uma variedade de alteragbes é esperada, pois a referida enzima esid presente em
diferentes células e tecidos, incluindo pdncreas € 0 cortex da adrenal,

Fm nosso estudo anterior demonstramos gue os portadores dessa deficiéncia enzimdtica
apresentavam reducdo na fase rapida de secre¢do de insulina.

No presente trabalho de pesquisa, livemos como objetivo avaliar de forma mais precisa a
secreglo de insulina através da quantifica¢do do peptideo C plasmdtico apos estimulo glicidico,
assim como, apés a L-arginina, outro estimulante da secregdo de insulina, além da sensibilidade
periférica & insulina. Constou dos objetivos avalfar a secregdo de cortisol apds estimulo com
ACTH.

Para tanto, foram estudados 11 individios com deficiéncia de G-6-PD e 11 individuos
controle que formaram o grupo 1 ¢ foram submetidos aos testes par avaliar a fung¢do secret6ria da
célula [ pancredtica (Teste Endovenoso de Tolerdncia & Glicose - TETG e Teste da Arginina) e a
sensibilidade periférica it insulina (Teste de Tolerdncia a Insulina - TTl). E, o grupo Il compasto
com 12 individuos com deficiéncia de G-6-PD e 16 individuos controle que foram submetidos &
estimulagdo das adrenais com ACTH (Teste do Cortisol).

Para os dois grupos de estudo os procedimentos experimentals foram realizados apos
jejum de 12 - 14 h.

As amostras de sangue para as determinages séricos de glicose, insulina e peptideo C
Joram coletadas nos tempos: 0 (jejum), 1, 3, 3, 7, 10, 30 e 60 min. apos a infusdo de 0,5g de glicose
/ Kg de peso corporal para 0 TETG ¢, 2, 3, 4,3, 7 ¢ 10 min. apbs o término da infusdo de 50ml de
L-arginina a 10% para o teste da arginina.
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A sensibilidade & insulina foi calculada pelo decaimento dos niveis séricos de glicose nos
primeiros 15 min. apés a infusdo de 0,1U de insulina regular humana / Kg de peso corporal.

A secrecdo de cortisol fol avaliada através de amostras basais de cortisol e, 30, 60 ¢ 120
min. apos infusdo de 0,25mg de ACTH. |

Os resultados demonstram que pacientes com deficiéncia de G-6-PD e individuos controle
apresentaram valores semelhantes de glicose plasmdtica durante o TETG.

Os niveis séricos de insulina nos primeiros 10 min. do TETG, bem como os Indices de
avaliagdo da jfase rdpida de insulina joram significaitvamente menores nos pdcientes com
deficténcia de G-6-PD.

A quantificacdlo do peptideo C estd em concorddncia com esses resultados, pois os
pacientes com deficiéncia enzimdtica apreseniaram valores de peptideo C significativamente
menores nos tempos: 1 min, (C: 3,2 2 0,5 ng/ml X G~6-PD: 1,2 20,5 ng/ml, p < 0,01); 3 min. (C:
4,5 % 0,9 ng/ml X G-6-PD; 1,9 £ 0,4 ng/ml, p < 0,02); 5 min. (C: 4,8 £0,9 ng/ml X G-6-PD: 1,8 &
0,3 ng/ml, p < 0,01); 7 min. (C: 4,1 £ 0,7 ng/ml X G-6-PD: 1.4 1 0,3 ng/ml, p < 0,01); aos 10 min.
(C: 4,7 £ 1,0 ng/ml X G-6-PD: 1,5 1 0,4 ng/mi, p < 0,01} e aos 30 min. (C: 4,2 £ 0,5 ng/ml X G-6-
PD: 1.9+05ng/ml,p<001)deT.E. T. G.

Também a determinagdo das dreas sob as curvas de peptideo C, nos 60 min. do teste, bem
como os indices de avaliagdo da fase rdpida de secregdo de insulina demonstram valores menores,
estatisticamente significativos para o grupo de pacientes com deficiéncia de G-6-PD.

A extraclo hepdtica de insulina, apds estimulo com glicose endovenosa, Joi
estatisticamente menor para os pacienites com deficiéncia de G-6-PD (C: 58,4 £ 4,1%6 X G-6-PD:
38,6 + 8,8%, p < 0,05).

O indice utilizado para avaliar a secrecdo de insulina no teste da arginna, a média dos
trés maiores valores nos primeiros 5 min., foi semelhante para os dois grupos quanto aos nivels de
insulina, mas significativamente menor no grupo de individuos com deficiéncia de G-6-PD em
relacdo ao peptideo C.

A extracdio hepdtica de insulina, durante o teste da arginina, foi menor para o grupo de
portadores de deficiéncia de G-6-PD, embora esse resultado ndo tenha sido significativo.

A sensibilidade periférica & insulina avaliada pela velocidade de decaimento da glicose joi
semelhante nos dois grupos (C: 6,6 1 1,0%/min. X G-6-PD: 5,56 1 0,5%/min.).

Para o grupo Il, onde a secregdo de cortisol foi avaliada durante a estimulacdo com
ACTH, os niveis de cortisol plasmdtico foram significativamente menores nos pacientes com
deficiéncia de G-6-PD aos 30 min. (C: 26 1 1,2 ug/dl X G-6-PD: 21,1 2 1,8 pg/dl, p < 0, 05). No
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periodo restante do teste essa diferenca desapareceu. A andlise das dreas sob as curvas de cortisol

Joi semethante nos dois grupos.
Esses resullados demonstram que pacientes com deficiéncia de G-6-PD apresentam

diminuicdo na secreglo de insulina (fase rdpida) apos estimulo com glicose e L-arginina,
sensibilidade periférica & insulina semelhante a de individuos controle e secregdo de cortisol
diminuida durante a primeira hora apos estimulagdo com ACTH.
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Ghucose - 6 - phosphate dehydrogenase deficiency { G-6-PD ) is an inborn error of
carbohydrate metabolism in which the activity andlor stability of G-6-FD ( enzyme that catalyses
the initial reaction of the pentose phosphate pathway ) is decreased.

Recognition that deficiency of G-6-PD also occurs in other cells, tissues and bxolagic fluids
raises the question that some specific functional alterations might happens in the affected persons.

We demonstrated in our previous study that the patients with G-6-PD deficiency showed
decreased first phase insulin release afier glucose stimulation.

The aim of the present study was 1o investigate the insulin secretory activity of pancreatic
b - cells through the determination of the C-peptide concentration afier the intravenous glucose and
L-arginine stimulation, and to evaluate the insulin sensitivily.

It was also a purpose of this study to investigate the cortisol levels in response to
stimulation with ACTH in those patients.

The study included 11 male controls and 11 patients with G-6-PD deficiency ( group 1)
that were studied with intravenous infusion of glucose, L-arginine and regular human insulin ( 0,1
Ul/Kg B.W ) to evaluate the secretion and action of insulin. The group Il with 16 normal subfects
and 12 G-6-PD deficient patients were submited to stimulation with ACTH ( 0,25 mg corticotropin )

All the tests were performed in the morning after a 12-14h overnight fast. Blood samples
Jor glucose, insulin, and C-peptide determination were collected before and 1,3,5,7,10,30 and 60
min. after intravenous glucose infusion (0,5 g/Kg body weight ) ( IVIT ), before and 2,3,4,5,7 and
10 min. after L-arginine infusion ( 5g as a 10% solution ).

The insulin sensitivity was calculated by the glucose disappearance rate during the first 15
min. after intravenous infusion of 0,1U of human insulin/Kg B.W.
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The cortisol secretion was evaluated before and at 30,60 and 120 min. after 0,25 mg of
ACTH infusion. |

In the intravenous ghicose tolerance test no significant differences were demonsirated
between the mean plasma glucose levels of the G-6-PD deficient patients and those of the control
group.

The serum insulin levels during IVGIT from G-6-PD deficient patients were significantly
lower when compared to insulin levels in the normal men in the first 10 min. as the index of first
phase insulin release.

The serum C - peptlde levels were significantly lower in the G-6-PD deficient patients than
the control group at: 1,3,5,7,10 and 30 min., and as the area under the curve of C - peptide levels in
IVGIT.

The hepatic extraction of insulin during IVGIT were significantly lower in the patienis
than in the control group.

The index used to evaluate insulin secretory response afier arginine infusion, mean of the
highest values during the first 5 min. were similar between patients and controls for insulin levels,
but significantly lower in G-6-PD deficient patients when we analysed C-peptide, qfter arginine
infusion.

FPatients and controls showed similar hepatic extraction of insulin in the arginine test.

In the group 11, after stimulation with ACTH, the cortisol levels were significantly lower in
the G-6-PD deficient patients than the normal men at 30 min., but this differences between the
groups decreased gradually and were no statistically significant, after the first hour.

The areas under the cortisol levels for the two groups were similar.

These results demonsirate that the G-6-PD deficient patients showed decresead insulin
secretion ( first phase ) after glucose and L-arginine stimulation, decreased hepatic nsulin
extraction during IVGTT, no alteration in insulin peripheral sensitivity and decreased cortisol
production in the first 30 min_ after corticotropin stimulation.
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