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Resumo
Objetivo: Estimar o impacto do envelhecimento e do diabetes na sensibilidade a

insulina, fungao da célula beta, adipocitocinas e producéo de incretina

Métodos: Foram realizados clamps hiperglicémicos, testes de arginina e testes de
refeicdo padrao em 50 pacientes ndo obesos para medir a sensibilidade a insulina e
secrecao de insulina, assim como os niveis plasmaticos do glucagon, GLP-1 e GIP.
Os pacientes com diabetes e do grupo controle saudaveis foram divididos nos
seguintes grupos: meia idade com diabetes tipo 2 (MI-DM2), idosos com diabetes
tipo 2 (I-DM2), meia idade ou idosos com tolerancia normal a glicose (MI-TNG, I-
TNG).

Resultados: A sensibilidade a insulina (Sl), determinada pelo modelo de avaliagéo
da homeostase, taxa de infusdo de glicose e pela sensibilidade a insulina a glicose
oral, foi reduzida no grupo de idosos e nos grupos com DM2, comparados com o
grupo de meia idade com tolerancia normal a glicose, mas foi similar no grupo MI-
DM2 e grupo I-DM2. O indice insulinogénico, a primeira e segunda fase de secrecao
de insulina e o indice de disposigédo, com exceg¢ao da resposta da insulina a arginina,
foram reduzidos com o envelhecimento e nos grupos com DM2. A produgdo pos-
prandial média de glucagon no tempo total de 0 - 180 minutos foi maior no grupo de
DM2 comparado ao grupo de TNG, sendo que na primeira hora da produgao de
glugagon o grupo de |-DM2 apresentou uma meédia mais elevado em relacédo ao
grupo de MI-DM2. Embora a producdo de GLP-1 tenha sido reduzida no grupo I-
DM2, nenhuma diferenca entre os grupos foi observada em relagdo a producao de
GIP.

Conclusao: O diabetes e o envelhecimento desencadearam uma reducdo da
sensibilidade a insulina em pacientes ndo obesos. A produgdo de insulina foi
reduzida com o envelhecimento e exarcerbada pela condicdo do diabetes. As
deficiéncias associadas ao envelhecimento se sobrepde a fisiopatologia do diabetes,
particularmente relacionada a producao de GLP-1. Por outro lado, a secrecao de
insulina independente da glicose foi preservada. O entendimento desta complexa
relagdo entre envelhecimento e diabetes poderia ajudar no desenvolvimento de
terapias farmacolégica baseada em fisiopatologia.
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Abstract

Objectve: To estimate the impact of aging and diabetes on insulin sensitivity, beta-
cell function, adipocytokines, and incretin production.

Methods: Hyperglycemic clamps, arginine tests and meal tolerance tests were
performed in 50 non-obese subjects to measure insulin sensitivity (IS) and insulin
secretion as well as plasma levels of glucagon, GLP-1 and GIP. Patients with
diabetes and healthy control subjects were divided into the following groups: middle-
aged type 2 diabetes (MA-DM), elderly Type 2 diabetes (E-DM) and middle-aged or
elderly subjects with normal glucose tolerance (MA-NGT or E-NGT).

Results: IS (insulin sensitivity), as determined by the homeostasis model assessment
glucose infusion rate and oral glucose insulin sensitivity, was reduced in the aged and
DM groups compared with MA-NGT, but similar in MA-DM and E-DM groups.
Insulinogenic index, first and second phase of insulin secretion and the disposition
indices, except insulin response to arginine, were reduced in the elderly and DM
groups. The average postprandial glucagon production on the interval of 0-180 min
was higher in DM groups compared to NGT groups, furthermore noticed that in the
first hour of glucagon secretion, group E-DM had a higher average value compared to
group MA-DM. Whereas the GLP-1 production was reduced in A-DM, no differences
between groups were observed in GIP production.

Conclusions: In non-obese subjects, diabetes and aging impair insulin sensitivity.
Insulin production is reduced by aging, and diabetes exacerbates this condition.
Aging associated defects superimposed diabetic physiopathology, particularly
regarding GLP-1 production. On the other hand, the glucose-independent secretion of
insulin was preserved. The knowledge of the complex relationship between aging and
diabetes could support the development of physiopathological and pharmacological
based therapies.

Key words: incretins; diabetes type 2 in eldely; hyperglycemic clamp technique;

insulin resistance.
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A melhora na expectativa de vida atual aumentou o numero de pessoas com mais de
65 anos de idade. Nos Estados Unidos estima-se que em 2020 os idosos
corresponderao a 20% da populagdo americana (aproximadamente 60 milhdes). No
Brasil, os dados do IBGE de 2005, mostram que a populagdo de idosos estava em
9% (20 milhdes), e a estimativa para 2030 sera de 15% da populagdo (mais do que
40 milhdes de individuos).

O envelhecimento eleva o numero de doengas cronico-degenerativas, dentre elas, o
diabetes mellitus tipo 2. Estamos frente a uma epidemia de diabetes na senectude
neste século. Porém, a fisiopatologia do DM2 idoso é pouco conhecida comparada a
do adulto jovem e diversos sdo os fatores associados ao envelhecimento que
interagem e contribuem para a intolerancia a glicose e ao DM2, que podemos citar: o
aumento da adiposidade visceral, diminuicdo da atividade fisica associada a algum
grau de sarcopenia, resultando em mudangas na composi¢do corporal e na
resisténcia a insulina (NING E COL., 2010; SCHEEN E COL., 2005). O
envelhecimento é também associado a deficiéncia na secre¢cdo de insulina pela
célula beta (PALMER E COL., 1975).

Uma analise retrospectiva do grupo de Estudo Europeu de Resisténcia a Insulina
(EGIR) revelam um declinio na taxa de liberacdo de insulina na faixa etaria dos 18
aos 85 anos, apesar do controle do indice da massa corporal (IMC) para a glicose e
a sensibilidade a insulina (I0ZZ0O E COL., 1999), sugerindo que o envelhecimento
diminui a fungdo da célula beta. Outros mecanismos além da sensibilidade e
secrecao de insulina estdo envolvidos na fisiopatologia do diabetes no idoso, como a
nao supressao da secrecdo de glucagon com consequente hiperglicemia
(STUMVOLL E COL., 1998; MCCONNEL E COL., 1983).

Varios estudos envolvendo a agcdo dos horménios incretinicos e diabetes no idoso
sdo bastante heterogéneos. Alguns mostram respostas de GLP-1 e GIP como
normais (ELAHI E COL., 1984; MACINTOSH E COL., 1999) ou respostas elevadas
em idosos saudaveis comparados aos grupos controles de jovens (RANGANATH E
COL., 1998; KOROSI E COL., 2001). Em outros trabalhos, os idosos com diabetes, a
secrecao de GIP foi elevada (ELAHI E COL., 1984) ou normal (KOROSI E COL.,

2001). Ja em outro estudo, a resposta da célula beta a ambos os hormdnios
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incretinicos foi deficitaria nos pacientes idosos, sendo mais comprometida no idoso
com diabetes (MENEILLY E COL., 1998; ELAHI E COL., 1994).

No entanto ainda nédo € claro se essa alteracdo na liberacdo dos hormdnios
incretinicos contribuem para o defeito na secre¢do de insulina no idoso com
diabetes. Tendo em vista a patogénese do DM2 no idoso uma area de intensa
investigacdo, consideraveis controvérsias e continua descoberta, esta dissertacao
tenta explorar se a sensibilidade a insulina, funcdo de célula beta, adipocinas e
incretinas sao alteradas pelo envelhecimento e pela condigdo de diabetes em
pacientes de meia idade e idosos. A influéncia do IMC e da atividade fisica foi
controlada nesse estudo em fungdo da homogeneidade dos grupos, auséncia de

obesos e sedentarios.

39



1.1 Diabetes mellitus tipo 2

1.1.1 Epidemiologia

O diabetes mellitus tipo 2 é a forma predominante de diabetes, sendo responsavel
por cerca de 90% dos casos da doenca em todo o mundo. Em 2010, cerca de 285
milhées de pessoas eram portadoras de diabetes mellitus tipo 2. Em setembro de
2011 a Federacgao Internacional de Diabetes anunciou que 336 milhdes de pessoas
em torno do mundo tém diabetes mellitus tipo 2 (DM2 ). As estimativas para 2030,
sao que esse numero de pessoas com DM2 suba para 439 milhdes, o que
representa 7,7% da populagéo adulta total do mundo com idade entre 20-79 anos (
SHAW E COL., 2010). Em caucasianos com até 75 anos este indice pode atingir
20%, podendo ser ainda maior para outras etnias, especialmente negros, hispanicos,
indios e micronésios (GRAYDON E COL., 2001).

Nos Estados Unidos a doenca acomete aproximadamente 12% dos adultos e mais
de 25% das pessoas acima de 65 anos. No Brasil, dados de um estudo multicéntrico
realizado pelo Ministério da Saude demonstraram que a prevaléncia de diabetes
aumenta com a idade, sendo 1,7% dos individuos entre 30 e 39 anos de idade, e
3,9% entre 40 e 49 anos; 13,6% entre 50 e 59 anos, chegando a atingir 17,3% a
faixa etaria de 60 a 69 anos (Brasil-MS, 1991). No ano de 2012, a Sociedade
Brasileira de Diabetes publicou o numero total de portadores de diabetes no Brasil
estimado em 12.054.827 individuos (SBD, 2012).

O DM2 nao se restringe ao mundo ocidental (ASHCROFT & RORSMAN, 2012), a
previsao € que haja um aumento mais acentuado da prevaléncia de DM2 nos paises
em desenvolvimento em relagdo aos paises desenvolvidos. Isto é visto em fungao
de um grande aumento na incidéncia de DM2 em paises asiaticos como a india (57
milhdes), seguindo-se da China (38 milhdes).

Esta enfermidade aumenta o risco de doengas cardiacas, acidente vascular cerebral
e complicagdes microvasculares, tais como cegueira, faléncia renal e neuropatia

periférica. Hoje o DM2 é um dos principais problemas de saude publica globalmente
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e com grande agravamento na economia dos governos e individuais. O
conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos desta doencga € essencial para uma
abordagem preventiva e ou terapéutica (ASHCROFT & RORSMAN., 2012).

1.1.2 Base anatémica e fisiolégica do pancreas

O péncreas de um ser humano adulto, com peso médio de 70 kg, possui entre
300.000 a 1.500.000 ilhotas. O volume do parénquima pancreatico aumenta na
infancia e chega a um patamar maximo aos 20 anos de idade. Dos 20 aos 40 anos
de idade o volume do pancres é estavel, podendo aumentar para compensar
alteragcdes de demanda, tais como na gravidez, obesidade ou na resisténcia a
insulina. Assim, ao longo de uma vida inteira, poderdo ocorrer mudancgas
compensatoérias na fungdo e na massa das células-. Apos os 60 anos de idade o
volume do pancres diminui de forma linear; sendo essa diminuicdo em consequéncia
do processo de envelhecimento ( YOSHIFUMI & COL., 2013). Esse 6rgao tem dois
compartimentos fundamentais, o exocrino e o endocrino (KAIHOH & COL., 1986). O
compartimento exdécrino tem funcdo digestiva, através das células acinares que
secretam enzimas digestivas e outros componentes nao enzimaticos no duodeno.
Quanto ao compartimento enddcrino, esse executa a sua fungao através das ilhotas
de Langerhans, que sdo agrupamentos de células compactas e esféricas, que se
espalham por todo o tecido exdcrino mais abundante. Essas ilhotas consistem em
quatro tipos diferentes de células que secretam horménios na corrente sanguinea,
cuja fungdo é controlar a homeostase da glicose. Séo elas, as células-f produtoras
de insulina ( 70 a 80% da massa), células a produtoras de glucagon (15 a 20%),
células & produtoras de somatostatina (5%) e células PP produtoras de polipeptideos
pancreaticos (1%). A massa de ilhotas dentro do pancreas & dinédmica, conforme
exposto acima, alterando-se com o crescimento e desenvolvimento, bem como com

os desafios funcionais, ao longo da vida para manter a euglicemia.

1.1.3 Definicao e critério de diagnodstico para diabetes mellitus

Diabete mellitus é um grupo heterogéneo de doengas metabdlicas caracterizado por

niveis de glicose elevados no sangue. Alteragbes importantes em seus critérios
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diagnosticos ocorreram em 1997, onde os niveis plasmaticos foram reduzidos de 140
para 126 mg/dl. Foi ainda introduzida a categoria glicemia de jejum alterada (GJA) e
tolerancia diminuida a glicose (TDG). Deve ser sempre confirmado os resultados
anormais, em funcdo do coeficiente de variagdo intra-individual que ocorre. O
diagnostico pode ser feito pelos critérios atuais da ADA (Associagdo Americana de
Diabetes), tanto com base na concentragéo elevada da glicemia plasmatica de jejum,
quanto por uma glicose plasmatica aleatéria elevada na presenca de sintomas
hiperglicémicos.

Os critérios diagndsticos para os pacientes idosos sdo idénticos aos dos pacientes
jovens. O teste de tolerancia a glicose oral (TTGO) é uma importante ferramenta,
mas nado é recomendado o uso rotineiro no diagndstico da doenga (WILLIAMS,
2011). A tabela 1 a seguir refere-se aos valores plasmaticos da glicose para o

diagndstico da doenca:

Tabela 1: Critérios para diagndstico de diabetes mellitus

2 h apés 75g de

Jejum** . Casual
glicose
Glicemia normal <100 <140
L ) Igual ou superior a
Tolerancia a glicose Maior que 100 a
L. 140 e menor que
diminuida menor que 126
200
. . Igual ou superior a 200 com
Diabetes mellitus* 2126 2200

(sintomas classicos)***

FONTE :WILLIAMS., 2011.

*Um diagndstico de diabetes deve ser confirmado no dia subsequente através da
determinagdo da GPj', GP de 2 horas ou de uma glicose plasmatica aleatdria (se os
sintomas estiverem presentes*™). O Exame da GPj é preferido devido a sua
facilidade de administracdo, conveniéncia, aceitabilidade pelos pacientes e custo
mais baixo. O jejum** & definido como auséncia de ingestao caldrica por no minimo
8 horas. ***Os sintomas classicos de diabetes incluem poliuria, polidpsia e perda nao

explicada de peso.
(1) GPj: glicose plasmatica de jejum; GjA: glicemia de jejum alterada; TDG: tolerancia diminuida a glicose; GP: glicose

plasmatica.
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1.1.4 Patogénese do diabetes tipo 2

Até pouco tempo, as perdas da capacidade produtora e secretdria das células-beta
eram atribuidas apenas ao diabetes tipo 1, as formas genéticas de diabetes e ao
diabetes decorrente da perda funcional pancreatica, produzida por agentes externos
ou doencgas do pancreas exocrino que afetava a fungao enddécrina. Hoje é sabido-
que o DM2 ocorre em individuos geneticamente predispostos e que estdo expostos a
uma série de influéncias ambientais, associados a outros fatores como idade, sexo e
etnia, todos precipitando o surgimento clinico da doenga. A predisposigao genética
faz-se presente, sendo que os parentes de primeiro grau de individuos com DM2
possuem maior probabilidade de desenvolverem intolerancia a glicose e o diabetes
(MIRIAN E COL., 2007). Gémeos idénticos em que um irm&do n&o €& afetado pelo
DM2, sao possiveis identificar alteragdes no metabolismo dos carboidratos (VAAG E
COL., 1995). Quanto aos fatores ambientais, esses possuem um importante papel no
desenvolvimento da doenga destacando-se a inatividade fisica, ingestdo excessiva
de calorias conducente a obesidade. Destacam-se ainda fatores que desencadeiam
ou aceleram o aparecimento do DM2 como a gravidez e o envelhecimento.

Diversos sdo os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da doencga, pelo menos
oito anormalidades metabdlicas ou hormonais contribuem para o desenvolvimento
da hiperglicemia (DEFRONZO E COL., 2009) como mostra a figura 1 a seguir. No
pancreas as alteracbes ocorrem tanto nas células betas quanto nas alfas. A
disfungdo da célula beta acarreta uma diminuicdo na secreg¢dao de insulina com
hiperglicemia de jejum e pds-prandial. Quando essa alteragdo € na célula alfa, ha um
aumento na secregdo de glucagon, desencadeando uma produgdo excessiva de
glicose pelo figado. No musculo a resisténcia a insulina diminui a utilizacdo da
glicose nos tecidos periféricos, com o aumento da glicose de jejum e pos-prandial.
No figado a RI manifesta-se por uma super producédo de glicose durante o estado
basal, a pesar da presenga da hiperinsulinémica em jejum, existe uma falha na
producao hepatica de glicose em resposta a insulina como ocorre apdés um periodo
alimentar. No intestino ocorre uma diminuigao da relacao de secrecao de GLP-1/GIP,
e uma resisténcia dessa relacdo na célula beta pancreatica, com consequente

reducdo da secrecao de insulina pds-prandial. No tecido adiposo ha um aumento da
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lipélise com consequente elevagdo da concentracdo plasmatica de acidos graxos
livres que exacerbam a resisténcia a insulina no musculo e no figado, piorando a
funcdo de célula beta. No cérebro a disfungdo dos neurotransmissores e a
resisténcia a insulina acarretam falhas na via de sinalizagdo da saciedade com
consequente elevagao nos niveis de glicose plasmatica. O rim é responsavel por
filtrar 180 litros de plasma, e uma concentragédo de glicose de 5 mmol/l diariamente,
esse orgao filtra aproximadamente 162g (900mmol) de glicose por dia, mantendo os
niveis plasmaticos de glicose normais (aproximadamente 5,6 mmol/l) isso ocorre
gracas a um eficiente sistema de proteinas co-transportadoras de sédio e glicose 1
e 2 (SGLT1 e SGLT2) que limpam toda a glicose filtrada. Sendo que o SGLT2 é
responsavel por 80 a 90% da reabsorcao de glicose renal. Os pacientes portadores
de DM2 possuem uma maior expressdao da proteina SGLT2, conseqlientemente,
maior reabsorgdo de glicose ocorre (glicotoxicidade) exacerbando a resisténcia a
agao da insulina e a disfuncdo de célula beta (DEFRONZO E COL., 2012). Os
agravantes como obesidade, envelhecimento, HAS e dislipidemias envolvem
mecanismos que vao desde o aumento da resisténcia a insulina, passando pela
produgdo nos adipocitos de fatores circulantes proé-inflamatérios e pré-oxidagao.
Portanto em funcéo dessa variedade de fatores envolvidos na fisiopatologia do DM2,
fica evidente que essa doenca possui uma etiopatogenia bastante complexa. A figura
1 ilustra as oito anormalidades metabdlicas ou hormonais que contribuem para o

desenvolvimento da hiperglicemia do DM2.
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Figura 1: llustracdo da patogénese do DM2. Adaptado de Defronzo e col., 2009.

1.1.5 Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina (RIl) é definida com uma resposta biolégica abaixo da normal
a uma dada concentracido de insulina, que parece causar disfungdo da célula beta
via um mecanismo de exaustdo, e um aumento na demanda secretéria devido a uma
resisténcia periférica tecidual a sinalizacdo da insulina, resultando num continuo
hiper-estimulo da célula beta e uma eventual faléncia, a RI pode preceder a
disfuncdo da célula beta. Em trés estudos longitudinais envolvendo um grande
numero de participantes de grupos populacionais, como o americano de origem
japonesa (WEYER E COL., 1999), o americano de origem mexicana “San Antonio
Heart Study“ (CHEN E COL., 1995) e finlandeses - “Botnia Study” (FERRANNINI E
COL., 2004), determinaram que a deterioragdo da tolerancia a glicose ocorria em
funcdo da incapacidade da célula beta de compensar a Rl existente. Existe um elo

fisiopatoldgico entre obesidade e RI; individuos obesos possuem um aumento
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progressivo da concentragdo sanguinea basal de insulina, esse incremento pode ser
mantido em algumas pessoas e perdido em outras. As primeiras se manterdo
normoglicémicas e resistentes a insulina, enquanto as segundas perderao
definitivamente a capacidade de manter a homeostase da glicose (MENEILLY E
COL., 1999). Embora a RI seja altamente relacionada ao desenvolvimento de DM2,
ela ndo é necessaria e nem suficiente para o desenvolvimento da doencga, pois
muitos dos individuos com Rl n&o irdo desenvolver o diabetes. Portanto, a RI
isoladamente n&o pode ser considerada o fator patogénico determinante do diabetes
tipo 2, enquanto parece claro que a deterioragdo na secregcao de insulina pelas
células-beta é crucial para o desenvolvimento da hiperglicemia, tornando-a o centro
da questdo (CERASI & FERRANNINI., 2004), a resisténcia a agao da insulina no
musculo, figado e no tecido adiposo, associada a falha de secreg¢ao de insulina

formam a base central desta doenca.

1.1.6 Secrecgao de insulina

Analises por microscopia eletrébnica de amostras teciduais em autopsias humanas,
mostram que uma redugao de mais de 60% na massa de célula beta é relatado no
paciente com DM2 ( BUTLER E COL., 2003), em paralelo ha uma extensa reducao
na secrecao de insulina induzido pela glicose (DELGUERRA E COL., 2005). Pela
dificuldade em se obter amostras de tecido pancreatico humano in vivo, ndo existe
nenhum estudo longitudinal deixando claro, mostrando-se que pacientes com DM2
comegam com uma massa de célula beta mais baixa, ou se desenvolvem em
consequéncia de uma hiperglicemia sustentada. Também n&o se sabe quanto de
massa de célula beta é necessaria para se manter a euglicemia. Um simples calculo
baseado na taxa de liberagao de insulina por dia num individuo nao diabético, sugere
que menos de 40% de massa de célula beta seria adequado para manter o controle
glicémico, esse numero é aceito pelo conhecimento de que a remogao de metade do
pancreas tem apenas um pequeno efeito na tolerdncia a glicose (ASHCROFT &
RORSMAN, 2012 ). Isso mostra que a fungado da célula beta possui um papel mais
importante do que o numero de células beta na etiologia do DM2. A perda funcional

das células-beta é condigao essencial para o surgimento do quadro hiperglicémico.
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O momento do desenvolvimento do diabetes tipo 2, no qual a disfungcdo da célula
beta se inicia é incerto, contudo, evidéncias recentes apontam que o inicio € precoce,
podendo ter iniciado até 10 anos antes do diagnostico, quando a glicemia € ainda é
classificada como normal, bem antes do surgimento do pré-diabetes (PRENTKY &
NOLAN, 2006), levando a deterioragdo da capacidade secretoria da célula-beta de
forma progressiva, talvez essa disfungdo anteceda ou ainda contribua para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Em um estudo longitudinal realizado com
os indios da tribo norte-americana Pima, a disfungdo das células-beta foi o principal
determinante da progressdao do estado de normoglicemia para hiperglicemia
(WEYER E COL., 2009). As disfungdes das células betas resultam principalmente
de alteragbes primarias moleculares e metabdlicas (KAHN E COL., 2000). A primeira
causada por radicais oxidantes e ativagdo da cascata das enzimas caspase 3 e 8
que sao as principais moléculas envolvidas na via da apoptose da célula beta (morte
celular). Quanto as alteragdes metabolicas, destacam-se a glicotoxicidade e a
lipotoxicidade. A hiperglicemia cronica € danosa as ceélulas beta por
dessensibilizacdo destas a agao da insulina (perda da resposta a insulina induzida
pela glicose) e mesmo morte celular. A lipotoxicidade causada por niveis excessivos
de acidos graxos livres sao igualmente téxicos quando presentes de forma crénica
(WAJCHENBERG., 2007). No DM2 além do aumento da apoptose, existe uma
diminuicdo importante no processo de regeneragcdo e da neogénese celular
(DELGUERRA E COL., 2005). Outros fatores como resisténcia a leptina, elevagéo
de outras citocinas inflamatérias (TNF-qa, IL-6, IL-1), e a formacdo de amildide, todos

contribuem para a morte da célula beta.

1.1.7 O eixo éntero insular

Existe uma conex&do entre o trato gastro intestinal e o pancreas, promovida pelos
chamados horménios intestinais ou peptideos semelhantes ao glucagon, dos quais
iremos nos deter ao GLP-1 (peptideo semelhante ao glucagon) e GIP (polipeptideo
inibitério gastrico). Esses horménios sado conhecidos como incretinas, porque
aumentam a secrecgdo de insulina dependente de glicose (MCINTYRE ET AL., 1964).

O chamado efeito incretinico € o processo pelo qual a glicose oral possui um maior
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efeito estimulatério sobre a secrecdo de insulina, do que quando essa mesma
quantidade de glicose € administrada por via endovenosa. Nos seres humanos, esse
efeito parece ser primariamente mediado pelos chamados hormdnios incretinicos,
GLP-1 e GIP, que possuem diversos efeitos glucorregulatério e hoje constituem
uma das novas terapias para o tratamento do DM2, os quais serdo comentados a

seqguir.

1.1.7.1 Peptideo semelhante ao glucagon (GLP — 1)

Representa o produto do gene do pré-pro-glucagon, expresso no sistema nervoso
central e nas células L do intestino delgado. E rapidamente secretado apés a
alimentagao de maneira proporcional a ingestao calérica (DRUCKER., 2002). O GLP-
1 é principalmente secretado na forma GLP-1(7-36) NH2, enquanto o restante é
secretado como GLP-1(7-37), ambos sdo bioativos e interagem com receptores
especificos nas células beta pancreaticas, no trato gastrointestinal e no sistema
nervoso central. O GLP-1 estimula a produgéao intracelular de AMPc, o qual atua via
mecanismos dependentes e independentes da proteina quinase A (PKA) para
amplificar a exocitose dos granulos, bem como para otimizar o fechamento dos
canais de K+ dependentes de ATP, atividade elétrica da célula-beta e a liberagao de
calcio dos estoques intracelulares. A maior parte desses efeitos manifesta-se apenas
na presenga de niveis glicémicos elevados, o que representa a glicose-dependéncia
do GLP-1 para potencializar a secrecdo de insulina. A liberacdo dos hormdnios
incretinicos GLP-1 e GIP (polipeptideo insulinotrépico glicose dependente), explica
porque um estimulo com glicose oral produz uma secregao de insulina muito maior
comparado ao estimulo com glicose intravenosa (ASHCROF E RORSMAN., 2012).
Diversos sdo os efeitos metabdlicos do GLP-1 no nosso corpo; este peptideo tem
efeito sacietdégeno e influencia o peso corporal, aumenta a secre¢do de insulina
(glicose- dependente), por estimular a expressdo do gene da insulina e por
potencializar todos os passos de sua biossintese, conforme acima explicado,
aumenta a captacao de glicose nos tecidos periféricos (musculo, gordura e figado),
além do seu efeito proliferativo e anti-apoptético sobre as células beta. Torna o

esvaziamento gastrico mais lento, e inibe secrecdo &cido-gastrica e a
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hiperglucagonemia inapropriada (HUDA E COL., 2006). O GLP-1 possui uma meia
vida plasmatica muito curta, de 1 a 2 minutos, devido a degradacado N-terminal pela
enzima dipeptideo peptidase IV (DPP-IV). Diversas técnicas farmacolégicas foram
desenvolvidas para aproveitar o potencial da sinalizagcdo do GLP-1 para tratar o
diabetes. Na verdade, a rapida reversdo da glicemia e o aumento da secregao de
insulina, provocados pela administragdo de GLP-1, demonstra que a capacidade de
célula beta no DM2, ainda que latente, é suficiente para a estabilidade glicémica
(ASHCROFT & RORSMAN., 2012). A figura 2 a seguir ilustra as agoes fisiolégicas
do GPL-1 no corpo humano.
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Figura 2: A¢des do GLP-1 no corpo humano. Adaptado: Kieffer et al. Endocrine Rev 1999.
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1.1.7.2 Polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP)

Sintetizado e secretado no duodeno e jejuno proximal, principalmente em resposta a
glicose e a gordura. Estimula a sintese e secrec¢ao de insulina ( IRWIN E FLATT,
2009). Especula-se que haja resisténcia ao GIP em pacientes com DM2 devido a

diminuicdo na expressao do receptor de GIP.

1.1.8 Acgoes da insulina e do glucagon e a importancia da inter-relacao entre
eles na homeostase glicémica

A insulina e o glucagon exibem fun¢des coordenadas e opostas para manter uma
estrita estabilidade glicémica em individuos normais. A insulina age em varios tecidos
periféricos incluindo musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabdlicos
imediatos incluem aumento da captagdo de glicose, aumento da sintese de
proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem como bloqueio da produc¢do hepatica de
glicose (via diminuicdo da neoglicogéneses e glicogendlise) da lipolise e da
protedlise. O glugacon tem ag¢des contraria a da insulina, diminui a captagao hepatica
de glicose, promove glicogendlise, gliconeogénese, cetogénese e diminuicdo da
sintese de glicogénio (KIEFFER & HABENER., 2001). A insulina € o mais importante
regulador enddgeno da secregao do glucagon, e condigdes como Rl e DM2 elevam
as concentragdes sanguineas do glucagon e exacerbam a sua fungdo. Com a
evolugao do DM2, a hiperglucagonemia manifesta-se mais claramente com a perda
da relagdo inversa e pulsatil da insulina versus glucagon. Em 2007, Lee & cols.
mostraram que o glucagon era essencial para a condicdo de hiperglicemia, pois
camundongos nocauteados para o receptor de glucagon, nao desenvolviam
hiperglicemia, mesmo na auséncia absoluta de insulina. O glucagon é codificado pelo
gene pré-pro-glucagon, que é comum ao GLP-1 e ao GLP-2. A clivagem do pré-pro-
glucagon no pancreas da a forma ativa do glucagon, e a sua clivagem no intestino
geram as formas ativas do GLP-1 e GLP-2. Os estudos de Toft — Nielsen e
colaboradores mostraram que portadores de DM2, ap6és um teste de refeicao,
possuiam uma resposta de GLP-1 diminuida, enquanto a do glucagon estava
aumentada. Em fim, o papel do glucagon é essencial para a hiperglicemia e as

manifestacdes clinicas do DM2.
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1.2 Diabetes mellitus tipo 2 no idoso

O envelhecimento é responsavel por perda de muitas das fungdes fisiologicas
humanas, sendo que até poucas décadas atras, acreditava-se que o Diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) ocorria naturalmente em fungdo do processo de
envelhecimento humano, e que todos os idosos teriam a doenga em graus variados,
porém essa teoria foi descartada, hoje o DM2 é considerada uma doenga, a pesar do
declinio da tolerancia a glicose como parte do envelhecimento humano ( DIABETES
SPECTRUM, 2006). Existe uma predisposi¢cdo genética nos individuos parentes de
primeiro grau de pacientes com DM2 com 50% de chance de desenvolver a doenca
com o envelhecimento, esse percentual diagndstico aumenta com o avangar da
idade, sendo 3,9% em pessoas entre 40-49 anos e 13,2% em pessoas acima dos 75
anos (SCHEEN AJ, 2006). Noventa por cento ou mais da ocorréncia de DM2 que
acomete o idoso € em fungao da reduzida sensibilidade ou falha na secregao pulsatil
da insulina pela célula beta. Os mecanismos envolvidos para o desenvolvimento da
Rl juntamente com os defeitos na secrecdo da insulina com o envelhecimento sao

diversos, sendo que os de mais alta relevancia serao descritos a seguir.

1.2.1 Mecanismos envolvidos na Rl do idoso

1.2.1.1 Mecanismos contribuidores da Rl no envelhecimento

Com o aumento da massa gorda total que ocorre com o envelhecimento, elevam-se
os niveis plasmaticos de leptina, e existe uma possivel relagdo entre niveis
plasmaticos de leptina e uma diminui¢do da captacao de glicose mediada pela agao
da insulina. O aumento do tecido adiposo visceral se correlaciona com intolerancia a
glicose e RI severa, sendo que este aumento da gordura abdominal é comum nos
idosos. A RI do idoso parece estar muito mais relacionada a gordura abdominal do
que com a idade (SCHEEN AJ, 2006).

A sarcopenia esta envolvida na génese da resisténcia a agado da insulina com o
envelhecimento e caracteriza-se por uma perda progressiva e generalizada da
massa e da forca muscular, é parte do envelhecimento normal, sendo claramente

acelerada pela inatividade fisica. Essa perda de massa magra contribui para uma
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sindrome de fragilidade, sendo essa descrita por uma diminuicdo da reserva e
resisténcia ao estresse, clinicamente expressa por fraqueza muscular, pobreza na
tolerancia ao exercicio fisico, perda da mobilidade com frequentes quedas e risco de
fraturas 6sseas, tendo como desfechos desabilidade fisica, péssima qualidade de
vida e morte (DIABETES METABOLISM., 2011). A redugdo de massa magra e
alteracdo da composicdo muscular ocorrem nos idosos, mesmo que eles nao
ganhem peso, acometendo cerca de 19% dos homem e 12% das mulheres. O idoso
com diabetes quando comparado ao idoso que nao tem a doenga, sao duas a trés
vezes menos capaz de caminhar 400 metros, fazer suas atividades do lar e de
preparar sua propria refeicdo. A sarcopenia possui etiologia incerta, mas importantes
fatores tém sido identificado dentre eles, a perda de neurénio motor alfa, declinio da
contratilidade da célula muscular e a deficiéncia de diversos hormdnios, como a falta
de estrogénios e de androgénios. O tratamento da sarcopenia com exercicios fisicos
de resisténcia sdo considerados seguros e efetivos, pois um dos mecanismos
envolvidos no musculo € a diminuigdo do sistema de sinalizagdo da insulina, através
da diminuicdo da atividade da enzima AMPK ( proteina adenosina 5 monofosfato
ativada ). O aumento do recrutamento da AMPK pelo exercicio fisico resistivo, pode
ajudar a corrigir a Rl desses pacientes (SCHEEN., 2005). Portanto deve-se investir
nas técnicas de atividades fisicas resistivas apropriadas ao idoso, objetivando evitar
as consequéncias da desabilidade fisica que acomete esta populagao (CONSENSO
EUROPEU DE NUTRICAO., 2000).

Outros mecanismos bioldgicos envolvidos na etiologia da Rl com o envelhecimento
sdo: o0 aumento na expressdo dos marcadores de inflamagdo e coagulagéo, que
podem contribuir para os efeitos adversos da doencga, resultando em complicagdes
micro e macrovasculares, piorando ainda mais a massa magra e incapacitando o
paciente; habitos alimentares pobres, devido a ingesta de gordura saturada e
carbohidratos simples, acrescidos de inatividade fisica, também aumentam a Rl no
idoso. Ressalta-se ainda as comorbidades, que juntamente ao uso de diversos
medicamentos, formam um conjunto de fatores responsaveis pela RI que acomete

essa populagao.
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1.2.1.2 Mecanismos marcadores da Rl no envelhecimento

O aumento da insulina plasmatica ocorre precocemente para tentar superar a Rl e
manter a euglicemia. Apds os 50 anos de idade os niveis plasmaticos de insulina
apos teste de tolerancia a glicose oral de 2 horas diminuem, e os niveis de glicose
sobem para 0,5 mmol/l, sendo superiores aos observados nos niveis de jejum que
se elevam para 0,06 mmol/l por década de vida. A diminuigdo da captacgéo de glicose
insulino-mediada, observada no teste do clamp hiperglicémico, juntamente com uma
diminuicdo do indice de sensibilidade a insulina em resposta a infusdo gradual de
glicose intravenosa, ocorreu nos idosos em relacdo ao adulto jovem (SCHEEN.,
2005). A sensibilidade hepatica a insulina é preservada nos idosos, sendo que a
producao hepatica de glicose parece quase nao ser afetada, predominando a
resisténcia a insulina no musculo esquelético, sendo que a intolerancia a glicose
nessa faixa etaria, manifesta-se principalmente por elevagdo na glicemia pos-
prandial. Uma outra causa que contribui para a hiperglicemia pos-prandial € uma
menor captacdo de glicose nos tecidos periféricos, o idoso tem RI no tecido

muscular, adiposo e esplénico.

1.2.1.3 Outros possiveis mecanismos envolvidos na Rl do idoso

A diminuicdo dos transportadores da glicose, ou seja, nos niveis da isoforma
proteica mais frequiente no musculo esquelético, o Glut 4, cuja funcdo € captar a
glicose ndo mediada pela insulina, € um dos possiveis mecanismos da RI do idoso,
uma vez que 50% da captagédo da glicose apés uma refeicdo padrao é insulino ndo
mediada.

A reducao dos niveis séricos de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina)
que ocorre na populacao idosa, esta relacionada a Rl. A diminuicdo do aumento do
fluxo sanguineo insulino mediado, explicado pelo efeito vasodilatador da insulina,
parece estar diminuido nos idosos, piorando a Rl nesta populagdo, porém este
mecanismo permanece incerto. Por fim, a diminuigdo da sinalizagado da insulina na
célula medida através da atividade do receptor tirosina quinase, parece ser alterada
no idoso com diabetes e RI, mas néo é certo se € a causa ou a consequéncia dos

elevados niveis de glicose nesses pacientes (SCHEEN., 2005).
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A correcao de todos esses fatores acima descritos, incluindo perda de peso,
atividade fisica e uma alimentagdo balanceada, promoverdao melhora da Rl com
diminuicdo da intolerancia a glicose e o DM2 que ocorre nesta faixa etaria
(SCHEEN., 2005).

1.2.2 Mecanismo envolvidos no defeito da secre¢ao de insulina nos idosos

Diversos sdo os mecanismo envolvidos no defeito da secrecdo de insulina nos

idosos e podem ser descritos da seguinte forma:

1.2.2.1 Mecanismos contribuidores no defeito da secre¢ao de insulina no idoso

Os habitos alimentares pobres e o uso de diversos medicamentos é muito frequente
na populacdo de idosos, e essas varidveis sempre devem ser levadas em

consideragao quando se avalia a secrecao de insulina nesta faixa etaria.

1.2.2.2 Mecanismos marcadores do defeito da secrecao de insulina no idoso

A alteracdo na acgao pulsatil da insulina no idoso caracteriza-se por uma diminuigao
na amplitude dos pulsos ultradianos, que séo observados a cada 1,5 a 2 horas e
podem estar presentes no estado basal, mas que sdo amplificados no periodo pods-
prandial. Ocorre ainda uma diminuicdo da responsividade da secrecio de insulina as
oscilacbes de glicose plasmaticas comparada aos adultos jovens, defeitos esses
precoces, explicando parte da intolerancia a glicose que ocorre no idoso (SCHEEN.,
2005).

O aumento sérico da pro-insulina e da razdo pro-insulina / insulina foi descrito em
idosos, no entanto esses resultados nao foram confirmados quando ajustados para o
IMC, portanto continua duvidoso se essa alteragdo no processamento da insulina
dentro da célula beta, poderia ser um fator predisponente maior ao desenvolvimento
de intolerancia a glicose que ocorre no idoso (RODER E COL., 2000).

A amilina é um hormdnio secretado pela célula beta em resposta a ingesta alimentar,
ajuda a regular a secregao pos-prandial de glucagon e lentificar a taxa de liberagao

de glicose para o plasma, retardando o0 esvaziamento gastrico. Com o
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envelhecimento ocorre uma diminuicdo da secrecao desse peptideo, sendo este
achado relacionado a diminuicdo da funcdo de célula beta (MAEDLER E COL.,,
2006).

Ha uma redugao dos niveis de insulina sérica pos-sobrecarga de glicose na primeira
hora nos idosos comparado ao adulto jovem. Ha uma diminuicdo relativa na
resposta da insulina a infusdo gradual glicose nos idosos comparado aos adultos
jovens, quando se leva em consideragdo a sensibilidade da insulina, sendo uma
reducéo de 46% da primeira fase de secrec¢éo da insulina e 56% da segunda fase de
secrecdo da insulina, avaliadas pelo estudo do clamp hiperglicémico (SCHEEN.,
2005). A baixa resposta aguda da insulina em resposta a glicose intravenosa,
relacionando apenas a idade, ndo é claramente demonstrada em estudos mais
recentes, apesar dos individuos mais velhos serem mais intolerantes, contudo nao
foram diagnosticados como diabeticos. ldosos com intoleréncia a glicose sao insulino
resistentes e tende a ter uma menor secre¢do aguda de insulina comparados aos
idosos normotolerantes. A diminuicdo da resposta da insulina a estimulos que nao
sejam glicose, como por exemplo a administragdo de arginina, a capacidade
secretoria da célula beta foi 48% mais baixa no idoso comparada ao jovem
(SCHEEN., 2005).

1.2.2.3 Outros potenciais mecanismos envolvidos na secrecdo de insulina nos idosos

Ha uma diminuicdo da sensibilidade da célula beta aos horménios incretinicos como
o GIP e o GLP-1, que possuem as mais importantes propriedades, como promover a
secreg¢ao de insulina, inibir a produgcdo do glucagon e da somatostatina, manter a
massa de células beta, retardar o esvaziamento gastrico promovendo saciedade,
todos tendo como finalidade manter a homeostase da glicose sem induzir
hipoglicemia. Ha hipdteses de que a falha da agdo desses hormdnios com o
envelhecimento contribuem para a reduzida tolerancia a glicose desses pacientes
(MENEILLY E COL., 1998; ELAHI E COL., 1994).

O envelhecimento se correlaciona com a diminuigao da proliferacdo de células beta e
um aumento da sensibilidade a apoptose induzida pela glicose. Essa faléncia foi

associada a uma diminuicdo do PDx1 (um fator de transcricdo que regula a
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diferenciacdo e a fungcdo da célula beta, além de promover a replicagcdo e a
citoprotecdo da mesma). Além do mais, o envelhecimento leva a mudanga na
plasticidade das células beta, predispondo ao desenvolvimento de diabetes nesta
populacdo (MAEDLER E COL., 2006). O avancar da idade aumenta os depdésitos de
3 amiléide no tecido pancreatico, porém se esse € uma causa ou uma consequéncia
da doenca ainda merece mais investigacées (MAEDLER E COL., 2006).

Anormalidades moleculares como a alteragdo no gene da glicoquinase (sensor de
glicose na célula beta), poderia explicar o defeito na secre¢cao de insulina em idosos
com diabetes, mas n&o esta claro se a fungcdo deste gene é falha no idoso com
diabetes. Alteragbes hormonais como baixos niveis de testosterona e da proteina
ligadora dos horménios sexuais (SHBG) no homem, e niveis elevados nas mulheres,
parecem ter importancia no desenvolvimento de sindrome metabdlica e DM2
(FERRANNINI E COL., 2004). Ha controvérsias referentes aos efeitos do
envelhecimento na secregdo absoluta de insulina em resposta a glicose oral ou
intravenosa, no entanto, parece que a secregdo de insulina diminui com a idade,
juntamente com uma significante diminuicdo da sensibilidade da célula beta a
glicose. Esses dados devem sempre ser analisados em concomitancia, devido ao elo
entre diminuicdo de secrecdo e aumento de resisténcia a insulina, que explicam a
maioria das alteragdes do metabolismo da glicose que ocorre no idoso (SCHEEN E
COL., 2005). Quando todos esses fatores sdo corrigidos, os estudos ainda nao
deixam claro se a idade por si, tenha um efeito independente na captacao periférica

de glicose. A figura 3 a seguir faz um resumo da fisiopatologia do DM2 no idoso.
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Figura 3: Fisiopalogia do DM2 no idoso. Adaptado de Scheen AJ. Diabetes Metab. 2005.
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1.3 Avaliagao da fungao de célula beta

Para uma avaliagcdo acurada da secrecdo de insulina faz-se necessario uma
verificacao frente ao nivel de sensibilidade a insulina individual. Existe uma funcao
hiperbdlica entre essas duas variaveis, pois o produto da sensibilidade a insulina
vezes a secregao de insulina é constante para um dado grau de tolerancia a glicose.
O produto entre Sl e secrecao de insulina foi denominado de indice de disposi¢ao de
glicose. A relacao hiperbdlica também significa que uma modificagdo em uma das
variaveis é espelhada por uma reciproca modificagao na outra variavel (BERGMAN E

COL., 1981). A figura 4 exemplifica esta relacéo

57



Tolerancia a glicose

Diminuida

Secrec¢ao de insulina

Sensibilidade a insulina

Figura 4: Relacdo hiperbdlica entre sensibilidade a insulina e secre¢ao de insulina. Adaptado de Kahn
e col.,1993.

A tolerancia a glicose encontra-se diminuida se o individuo estiver localizado abaixo
da hipérbole e normal se o individuo estiver localizado acima da linha. As setas
indicam possiveis abordagens terapéuticas para o individuo se mover da area de
tolerancia diminuida para a normal, por meio de melhora na sensibilidade a insulina e

na sua secrecao.

Os testes laboratoriais para avaliacdo da capacidade funcional das células-p podem

ser divididos em:

1.4 Testes realizados em jejum

Os testes em jejum se baseiam na avaliagdo da homeostase glicémica. Eles
dependem fortemente da precisdo dos ensaios utilizados, pois pequenos erros nas
dosagens podem afetar significativamente os indices calculados. Dessa forma, a
comparacgao entre diferentes estudos s6 é possivel com a padronizagao dos ensaios
de insulina (VASQUES E COL., 2008). Esse sao os principais teste de jejum:
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1.4.1 Insulina basal

A utilizagdo da insulina plasmatica de jejum para avaliagdo da fungao de célula- é
uma abordagem classica, porém €& menos acurada, pois apresenta inumeras
dificuldades metodoldgicas: a insulina possui uma meia vida curta (4 minutos) e apos
a sua secregao na veia porta ela sofre extracdo hepatica da ordem de 50-60% e
passa por uma depuracao periférica significativa e variavel sob diferentes condi¢oes
metabdlicas. Além disso, a insulina tem reagao cruzada com a pro-insulina, sofre
interferéncia dos anticorpos anti-insulina, e ainda existe a ineficacia na distingéo de
insulina enddégena da exdégena. Assim, a simples utilizacdo da insulinemia periférica

reflete parcialmente a secregao de insulina (MARI & PACINI., 2007).

1.4.2 Peptideo-C basal e Método de deconvolugao

O peptideo-C plasmatico € um indicador da secrecdo pancreatica, pois € secretado
em concentragcdes equimolares com a insulina. O peptideo-C ndo sofre extragao
hepatica, possui uma depuracéo periférica relativamente constante e uma meia vida
mais longa que a da insulina (30 minutos). Em funcdo dessas caracteristicas, a
medida do peptideo-C plasmatico pode ser utilizada com a finalidade de evitar o
problema da ndo constancia da depuragéo da insulina (EATON E COL., 1980), pois a
dosagem do peptideo-C plasmatico juntamente com a dosagem da insulina sérica
permite a reconstrucdo da taxa de secregao pancreatica de insulina de forma mais
precisa (MARI E PACINE., 2007) através da utilizagdo de técnica matematica de
deconvolucdo. A deconvolucdo € uma operacdo matematica na qual a taxa de
secrecdo de insulina é calculada por meio da concentracdo do peptideo-C
plasmatico. A convolugcdo, operagao inversa, € a representacdo matematica da
relagao entre taxa de secrecéo de insulina e concentragao plasmatica de peptideo-C.
O determinante dessa relacdo é a concentracdo plasmatica de peptideo-C em
resposta a uma injecdo em bolo de peptideo-C biossintético, a qual descreve
quantitativamente a cinética do peptideo-C. Uma vez conhecida a cinética do
peptideo-C, é possivel inverter o operador de convolucdo e calcular a taxa de

secrecao do peptideo-C a partir de sua prépria concentragdo. A padronizacdo de
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constantes extraidas de variaveis, com interferéncia na cinética do peptideo-C (sexo,
idade, grau de obesidade e nivel de tolerancia a glicose) a partir de uma amostra
bastante heterogénea e com um n consideravel de 200 individuos foram realizadas
por Van Couter e cols. (1992). Com essa abordagem, o estudo da secregédo de
insulina pela célula-beta, a partir da dosagem do peptideo-C, pode ser realizado
levando em consideragao sua cinética e permitindo estimar a secrecéo de insulina de
forma mais acessivel e acurada, com variagdes de apenas 10 a 12% em relagédo aos

dados de cinética do peptideo-C obtidos individualmente.

1.4.3 HOMA

O modelo de avaliagdo da homeostase (Homeostasis Model Assessment), refere-se
a um modelo matematico o qual postula-se que a deficiéncia da secrecao de insulina
pelas células-B pode ser determinada a partir da hiperglicemia apresentada, uma vez
conhecida a quantidade de insulina secretada para uma determinada concentragao
glicémica (MATTHEWS E COL., 1985). O modelo possibilita o calculo dos indices
HOMA1-B, para a fungcdo das células-B e HOMA1-IR, que avalia o nivel de
resisténcia a insulina a partir dos valores de glicemia e a insulinemia basais obtidos
da mesma amostra. As férmulas para o calculo dos dois indices sao:
HOMAg = 20 X IJ/(G] — 3,5) (eqg. 01)
HOMA;, =I] X GJ/225 (eq. 02)

Onde IJ corresponde a insulinemia de jejum em mU/l, e GJ, a glicemia de jejum em
mmol/l. O HOMA-B nao deve ser analisado de forma isolada mas sim em conjunto
com a resisténcia a insulina. Individuos com elevada sensibilidade a insulina
secretam menos insulina e, nesses casos, a avaliacdo isolada pode levar ao
diagnéstico falso-positivo de disfungdo da célula-beta (WALLACE E COL., 2004).
Foram encontradas fortes correlagdes entre a Rl avaliada pelo HOMA e pelo clamp
euglicémico-hiperinsulinémico, método padrdo ouro para avaliagdo da RI. Porém, o
HOMA é questionavel porque assume que a Rl seria a mesma no figado e tecidos
periféricos. Ainda assim é uma boa alternativa as técnicas mais sofisticadas
(DEFRONZO., 1979).
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1.5 Testes dindmicos

Os testes dinamicos fornecem uma avaliagao mais confiavel da secrecéo de insulina
que os testes em jejum. Proporcionam uma obtenc&do das medidas da secrecdo de
insulina independentes dos indices de sensibilidade & insulina (AHREN E COL.,
2004). A utilizacdo dos testes dinamicos faz-se necessaria para uma avaliagao
funcional da célula beta, porém um teste isolado néo é capaz de revelar a fungéo da
célula beta, além disso ndo existe um padrdo ouro para avaliar seu funcionamento,
em virtude da complexidade de resposta desta célula (MARI E PACINI, 2007). A
utilizacao de varios testes dinamicos se complementam e quanto maior for o numero
de informagdes obtidas dos mesmos, melhor sera a aproximacédo da secrecado de
insulina sob condigdes fisiologicas (COBELLI E COL., 2007). Mencionaremos 0s

seguintes teste de estimulo:

1.5.1 Teste de tolerancia oral a glicose

O teste de tolerancia oral a glicose (TTGO) é bastante utilizado para avaliacao da
funcdo das células-p em estudos epidemioldgicos devido a sua facilidade de
aplicagéo e ao relativo baixo custo (STUMVOLL E COL ., 2000). O TTGO possui
uma abordagem relativamente simples, o teste convencional consiste na ingestao
oral de 300ml de solugéo glicosada contendo 75g de glicose em cinco minutos, apos
um jejum noturno de 8 a 12 horas. As determinagdes da glicose, insulina e ou
peptideo-C plasmaticos sdo realizadas durante duas a trés horas. Em geral a
glicemia é avaliada nos tempos zero, pré-carga, 30, 60, 90 e 120 minutos.

Os calculos para a analise da funcado das células-f a partir dos dados obtidos no
TTGO nao podem ser realizados em termos absolutos de concentragéo de insulina,
uma vez que a taxa de aparecimento da glicose ingerida no plasma varia muito de
individuo para individuo por causa da velocidade de absorgado da glicose no trato
digestivo e também da influéncia dos horménios gastrointestinais. Além do mais, a
prépria sobrecarga de glicose pode induzir variados graus de supressao na produg¢ao

hepatica de glicose, bem como pode induzir a sua propria metabolizagéo.
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Diante dessas dificuldades, a sensibilidade tecidual a insulina e a fungcédo das células-
B devem ser determinadas a partir de equacdes que possuem bases empiricas ou
que sao derivadas de modelos matematicos. A validade desses indices depende
claramente da validade dessas pressuposicoes e esta € a principal deficiéncia do
teste (MARI E COL ., 2001).

1.5.2 Teste de refeicao padrao

O teste de refeicdo padrdo (TRP) possui a mesma interpretacdo e calculos
semelhantes aos utilizados para o TTGO. Seu grande diferencial diz respeito a
ingestdo de alimentos contendo ndo somente a glicose, mas também outros
macronutrientes como proteinas, lipideos e inclusive outros tipos de carboidratos, os
quais estimulam a secrecdo de insulina e de incretinas de forma diferente, que
aproxima ainda mais de uma situacgéo fisiolégica ou normal (KARHUNEN, 2008). Em
geral, os protocolos séo realizados com o paciente apds jejum de 12 horas, com a
ingestao da refeigcdo dentro de 10 minutos, com coletas de sangue nos tempos -15,
zero, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 (DALLA E COL., 2005). Entre os indices
empiricos obtidos a partir do TRP, o mais utilizado para avaliacdo da secrecao de

insulina é o indice insulinogénico, calculado da seguinte maneira:

Indice_insulinogénico = (I3 —1,)/(Gay — Gy) (eq. 03)

onde, I3 e Iy correspondem a insulinemia nos tempos 30 e 0 minutos,
respectivamente, e Gz e Gy a glicemia nestes mesmos intervalos. Apesar da
facilidade para o célculo deste indice e da sua habilidade em detectar anormalidades
na funcao da célula-B em circunstancias diferentes, ele ndo possibilita a avaliagéo
especifica da secrecao insulina, como por exemplo, o padrao bifasico de secrecgao.
Foram desenvolvidas equacdes preditoras da secrecdo de insulina pelo TRP por
meio de anadlise de regressao linear multipla com a utilizacdo de dados clinicos

(idade, sexo e indice de massa corporal) e os resultados obtidos nos testes de clamp
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hiperglicémico. As equagbes para predigdo da primeira e da segunda fase de

secrecdo de insulina estdo apresentadas a seguir :

1°fase = 1283 + (1,829 x I,) — (1387 %X G3p) + (3,772 % I) (eq. 04)

2%fase = 287 + (04164 X I;;) — (26,07 X Gy5) +(0,9226 % I)) (eq. 05)

Outros indices que se baseiam nas areas sob as curvas de glicemia e insulinemia

também s&o utilizados no teste de refeicdo padrao.

1.5.3 Teste do clamp hiperglicémico

A avaliagdo da capacidade funcional das células-B necessita da determinacao da
resposta secretéria de insulina para um dado estimulo. Andrés e colaboradores, em
1966, foram os pioneiros em trabalhar com a técnica de clamp. Naquela época,
esses autores perceberam as limitacbes dos testes disponiveis para avaliacdo da
sensibilidade a insulina, principalmente no que diz respeito a baixa reprodutibilidade
dos mesmos. Posteriormente, Defronzo e colaboradores em 1979 desenvolveram a
técnica do clamp de glicose e suas principais variagdes: o clamp euglicémico
hiperinsulinémico e o clamp hiperglicémico. Sendo este ultimo € um excelente teste
para avaliar a primeira e a segunda fase de secreg¢ao de insulina (GELONEZE E
TAMBASCIA, 2006), permitindo examinar a resposta secretéria de insulina a glicose
e quantificar o consumo do organismo como um todo, sob condigbes constantes de
hiperglicemia. A técnica do clamp hiperglicémico pode ser usada para fornecer uma
medida acurada da sensibilidade e secrecdo de insulina em pessoas idosas
(MENEILLY E COLS., 1998), esses autores encontraram uma excelente correlacao
entre o indice de sensibilidade a insulina derivado do clamp hiperglicEmico e os
estudos de clamp euglicémico composto de individuos idosos nao diabéticos e com
diabetes (r=0, 76 e r = 0,71 respectivamente), sendo o clamp hiperglicémico um

dos testes dinamicos utilizados nesta dissertagao.
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1.5.4 Teste de arginina: resposta aguda a Insulina

Alguns aminoacidos tém a capacidade de potencializar a agdo da glicose,
aumentando a secregéo de insulina, tais como a leucina, alanina e arginina, sendo
este ultimo um potente secretagogo de insulina. A secregdo aguda de insulina em
estado de hiperglicemia € um indicador da capacidade secretéria total da célula-p e
utilizada como uma medida aproximada da massa de célula beta residual
(MCCULLOCH, 1991).

A arginina, apo6s injegdo intravenosa, entra na célula beta através dos
transportadores aminoacidos catidnicos (CAT2A) e somente entdo exerce mudancgas
de positividade e induz despolarizagdo da membrana com influxo de calcio e
liberagcdo de insulina. A arginina ao contrario da glicose, ainda desencadeia uma
secrecao de insulina rapida em pacientes com DM2 devido ao seu diferente modo de
agao sobre as células- pancreaticas.

Os experimentos com o teste de arginina sao frequientemente realizados apos o teste
de tolerancia intravenosa a glicose ou apos o teste de clamp hiperglicémico, nos
quais ja existe um quadro hiperglicémico decorrente das 3 horas do clamp. Os
trabalhos publicados variam quanto aos valores de hiperglicemia alcangados antes
da administracdo de arginina entre 90-350 mg/dl, podendo-se ainda atingir um
platd médio de 460mg/dl a 615mg/dl (WARD e COL., 1984). Nao existe um padréo
para o teste de arginina, ainda sao levemente divergentes do que o IVGTT. Na
maioria dos testes a dose de arginina administrada € de 5g, podendo algumas vezes
ser ajustada pelo peso (0,125g/kg) a duragao da injecao varia de 30 segundos a um
minuto. O condicionamento pré-teste € similar a do IVGTT: amostras de sangue séo
colidas nos tempos T-5, T-10, TO, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 10 min. A tabela 2 a seguir mostra

um resumo dos principais testes utilizados para avaliar fungao de célula-3:

64



Tabela 2 - Caracteristicas dos principais testes utilizados para avaliar a fun¢ao da célula-beta

Testes Protocolos Calculos Consideragoes
IVGTT Regular: bolo de glicose intravenoso e coletas de - 12 fase de secregao - Nao se aplica em individuos com
sangue por 3 a 4 horas. de insulina e 22 fase de deficiéncia intensa na secregéo de
secrecao de insulina insulina.
Modificado: protocolo regular + injecdo de insulina empirica. - Infuséo de insulina pode causar
administrada aos 20 minutos do teste. - Sl e HE de insulina. hipoglicemia, liberar hormonios
contra-reguladores e subestimar a
Sl
Clamp Controle basal, seguido da infusdo de glicose em - 12 e 2% fases de - Demorado.
hipergli- bolo para elevar a glicemia a um valor alvo secrec¢ao de insulina. - Alto custo.
cémico  desejado, com posterior infusdo continua de glicose - Sl e HE de insulina.
para manter a glicemia no platd hiperglicémico por 2
a 3 horas.
Teste de Infusdo intravenosa em bolo de 5g de arginina com - Resposta maxima - Pode causar desconforto ao
arginina coletas de sangue nos 10 min. subsequentes. aguda da secrecao de avaliado (Caibras e queda de
Realizado ap6s IVGTT ou clamp hiperglicémico, em insulina. pressao).
que ja existe um quadro hiperglicémico, o qual - Nao permite avaliagao da Sl.
ainda pode ser elevado (~ 450 mg/dl). - Alto custo.
TTGO Controle basal, seguido da ingestao de solugdo com - Equagdes empiricas - Requerem métodos apropriados
75 g de glicose, seguidos de coletas de sangue por ou modelos de normalizacéo da resposta
2, 3 ou 4 horas. matematicos para secretoéria para um dado estimulo,
funcao da célula-beta, pois equagdes empiricas podem
Teste de Controle basal, seguido da ingestao de alimentos Sl e HE de insulina. gerar valores discrepantes.
refeicgdo contendo diversos macronutrientes. As coletas de
padrao sangue sao realizadas durante as 3 horas

subsequentes a ingestao.

Fontes: ( FERRANNINI E MARI., 2004, COBELLI E COL., 2007)

HE: extragcéo hepatica, IVGTT: testes de tolerancia a glicose intravenosa, Sl: sensibilidade a insulina; TTGO: teste de tolerancia oral a glicose.
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2 Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Estudar a fisiopatologia do DM2 com inicio na meia-idade e na senectude e
comparar com individuos de meia-idade e na senectude com tolerancia normal a

glicose.

2.2 Objetivo especifico

. Determinar as mudangas patoldgicas relacionadas a sensibilidade a insulina,
funcédo de célula-B, adipocitoquinas e producao de incretinas do DM2 iniciado apds
os 60 de idade.

. Comparar a capacidade secretoria das células-3 pancreaticas com indicadores

antropométrico de composigao corporal e metabdlico
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3 Material e métodos experimentais
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3.1 Delineamento do estudo e calculo amostral

Estudo transversal conduzido com 50 pacientes. O calculo amostral foi
estimado por meio do software MedCalc 9.3, por meio do método de amostragem
para comparacao de duas médias. As areas abaixo da curva para o horménio GLP-1
em individuos normotolerantes a glicose e diabéticos tipo 2 foram consideradas
como principal variavel de interesse para analise dos resultados. Para tal, dados de
literatura foram levados em consideracdo como referéncia para os calculos.
Considerando-se um erro alfa de 1% e um erro beta de 10%, o0 n necessario para
identificar significancia estatistica foi de 46 individuos. Portanto, optamos por estudar
50 individuos, compondo cada grupo com 25 pacientes, assegurando possiveis
perdas amostrais de forma que ndo venham a comprometer as analises futuras.

A selecao dos voluntarios foi realizado no ambulatério do Laboratério de
Investigagdo em Metabolismo e Diabetes — LIMED / UNICAMP, todos selecionados
conforme os critérios apresentados na figura 5 a seguir. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP e pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). Os candidatos
forneceram consentimento livre e esclarecido por escrito antes de participar de

qualquer atividade da pesquisa.

1" GRUPO TNG 2" GRUPO DMZ 3° GRUPO TNG 4 GRUPO DMZ
(35 a S0anos) {35 a 50anos) {60 a 80y {60 a 80anos)
n=12 n=13 n=12 n=13

Figura 5: D Diagrama de representagéo da amostra. TNG = Tolerancia normal a glicose; DM2 =

diabetes tipo 2
3.1.1 Critérios de inclusao
. Peso estavel (variacado < 5% nos ultimos 3 meses);
. Idade: 35 a 50 anos para o grupo meia-idade, e 60 a 80 anos para os idosos;

. IMC: entre 20 e 29,9 kg/m2;
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DM2 com diagnostico acima dos 35 anos e ha menos de 5 anos (grupo meia-
idade);
DM2 com diagndstico acima de 60 anos e ha menos de 5 anos (grupo idosos);
Tratamento oral antidiabético, com dose estavel pelo menos nos ultimos 3
meses
N&o ter participado de estudos com intervencdo clinica durante os ultimos 6

meses.

Critérios de exclusao

Uso de estrégeno, progesterona, esteroides, insulina e antipsicoticos ativos;
Uso continuo de glitazona;

Uso continuo ou de um més antes da avaliagcdo de inibidores da DPP-IV e

incretinomiméticos;

Nao fazer uso de nenhuma outra medicacdo que alterasse a sensibilidade a

insulina;

Presenca de cirrose hepatica, faléncia renal ou qualquer outra condi¢ao clinica

que prejudique a sensibilidade a insulina;
Fumo;

Doengas clinicas relevantes;

DM2 tratado por métodos n&o farmacoldégicos;
Pacientes submetidos a cirurgia bariatrica;

Diabetes autoimune latente do adulto (anticorpos positivos para anti-GAD).

Os cinquenta pacientes de ambos os sexos foram distribuidos em 4 grupos de

individuos como mostra a figura 5. Os voluntarios com diagnéstico de DM2 tinham

menos de 5 anos de doenca. Todos os participantes foram avaliados com exames

bioquimicos, avaliagbes antropométricas, de composicdo corporal e submetidos a
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testes dinamicos: o teste de refeicdo padrao, o teste de clamp hiperglicémico uma
semana apds a consulta inicial, e o teste de estimulo com arginina logo apos a

realizacéo do clamp hiperglicémico.

3.2 Diagnéstico, exames e técnicas

Os voluntéarios selecionados no ambulatério tiveram o diagnéstico de tolerancia
normal a glicose ou de diabetes tipo 2 confirmado segundo os valores do teste de
glicemia de jejum e do teste de 2h apoés-sobrecarga de 759 glicose, realizados apos
jejum noturno de 12 horas. Na tabela 3 estdo apresentados os pontos de corte para o

diagnostico.

Tabela 3: Valores de glicose plasmatica para diagnéstico de diabetes mellitus

Categoria Jejum 2h apés 759 de glicose
Glicemia normal (mg/dL) <100 <140
Diabetes mellitus (mg/dL) > 126 > 200

Fonte: SBD (2007)

3.2.1 Anamnese

Foi realizada uma anamnese para coleta de dados demograficos, histéria médica
pregressa e antecedentes familiares de doencas de interesse: obesidade, diabetes
tipo 2, hipertensao arterial, infarto agudo do miocardio, angina, acidente vascular
cerebral e dislipidemias. Também foram coletadas informacdes referentes aos
habitos de vida, incluindo pratica de exercicio fisico (modalidade, freqiéncia e

duracéao), tabagismo e consumo de bebida alcodlica.

3.2.2 Avaliacao dos sinais vitais

As afericbes da frequéncia cardiaca de repouso e da pressado arterial foram
realizadas seguindo as normas propostas pela Sociedade Brasileira de Cardiologia
(2007).
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3.2.3 Avaliagao antropométrica, composigao corporal e gordura visceral

A avaliagdo antropométrica foi realizada por um unico avaliador. Foram aferidos
peso, estatura, didametro abdominal sagital e perimetros do pescog¢o, da cintura, do
quadril e da coxa. O peso foi aferido em balanga eletrénica digital e a estatura em
estadibmetro fixo na parede. O diametro abdominal sagital foi aferido com o caliper
abdominal - Holtain Khan Abdominal Caliper®, equipamento desenvolvido
exclusivamente para a realizacdo dessa medida. Os perimetros foram aferidos com
fita métrica flexivel inelastica. As medidas foram tomadas em duplicatas. Em
situagdes em que houve diferenga > 1 cm entre as duas medidas foi realizada uma
terceira medida, sendo utilizados os dois valores mais proximos (Williamson e cols.,
1993). O IMC foi calculado a partir das medidas de peso e altura e foi apresentado
em Kg/m?, sendo utilizado o critério da WHO (2000) para classificagdo do estado
nutricional.

O percentual de gordura corporal foi avaliado por bioimpedancia elétrica com a
utilizacdo do equipamento Bioimpedance Analyzer - BIA 310. Antes da realizagao da
bioimpedancia, cada voluntario foi orientado a seguir o protocolo proposto por
Lukaski e cols. (1986), exposto na tabela 4. Todos os exames foram realizados pelo
mesmo observador em ftriplicata . As figuras 6 e 7 mostram as realizacdo das

medidas corporais de circunferéncia abdominal e bioimpedancia, respectivamente:

Figura 6: (a) Medida do didmetro abdominal sagital; (b) Instrumento caliper abdominal
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Figura 7: Teste de bioimpedancia

Tabela 4: Protocolo para a realizagdo do teste de bioimpedancia

Recomendacgodes

] Nao fazer uso de nenhum diurético nos 7 dias que antecedem o teste;

] N&o consumir bebidas alcodlicas nas 48 horas anteriores ao teste;

= Nao realizar atividade fisica extenuante nas 24 horas anteriores ao teste;
. Estar em jejum de alimentos, bebidas e dgua por 4 horas antes do teste;
. Urinar pelo menos 30 minutos antes da realizagao do teste;

. Permanecer 5 minutos deitado, em decubito dorsal, antes da execugao
do teste.

3.2.4 Parametros bioquimicos e hematolégicos

Os exames de rotina para o ambulatério foram realizados por métodos padronizados
pelo laboratério central do Hospital das Clinicas - UNICAMP. Foram eles:
hemograma, creatinina, glicemia (método glicose oxidase), colesterol total, HDL,
LDL, triglicérides, acido urico, GGT (método colorimétrico-enzimatico), hemoglobina
glicada (método HPLC), AST, ALT, proteina C-reativa (quimioluminescéncia) e
leucograma (contagem global automatizada). As demais dosagens foram realizadas
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no Limed — Gastrocentro: A insulina foi mensurada por Elisa, usando um kit de
insulina humana com reagao cruzada negativa com a pro-insulina (Lincoln Research,
St. Louis, MO). Os coeficientes de variagdo (CV) intra e inter-ensaio foram 2,9 a
9,4%, e 5,5 a 8,5%, respectivamente. O peptideo-C foi mensurado pelo método de
eletroquimioluminescéncia. O glucagon foi medido pelo método de radioimunoensaio
(Lincoln Reasearch) com um CV intra e inter- ensaio variando de 1,7 a 8,5%. O
GLP-1 e GIP foram mensurados por Elisa (Lincoln Reasearch) com CV de 3 a 8% e
5,7 a 9%. Os acidos graxos livres e as concentragdes de adipocitoquinas foram

mensurados por Elisa ( R&D Systems, Minneapolis, MN) com CVs abaixo de 10%.

3.2.5 Teste de refeicao padrao

A producao de incretinas foi avaliada pelo teste de refeicdo padrdo. Um cateter
venoso foi colocado na regido antecubital, o qual foi utilizado apenas para coleta de
sangue. O paciente permaneceu em repouso absoluto por pelo menos 5 minutos
antes da primeira coleta de sangue. Apds jejum de 12 horas, os pacientes receberam
uma refeigdo padrao, composta por 237ml de Ensure Plus HN e uma barra de Animal
Bar (40g). O total caldérico e os conteudos de gordura, carboidrato e proteina da
refeicdo foram respectivamente 521,5Kcal, 31,6%, 49,4% e 19% e esta foi ingerida
em até 10 minutos. O final da ingestdo dos alimentos foi considerado tempo zero. O
voluntario permaneceu sentado ou deitado durante todo o periodo do teste.

As amostras de sangue foram coletadas nos tempos -15, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos. Foram utilizados para a coleta os seguintes tubos: tubos secos
(sem reagente) e tubos com EDTA K3, EDTA K3 com aprotinina (Trasylol — A-6012,
Sigma) e EDTA K3 com diprotina A (lle Pro lle — 1-9759, Sigma). Os tubos secos
permaneceram em temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida foram
colocados no gelo ou refrigerados. Os demais tubos foram colocados imediatamente
no gelo ou refrigerados e posteriormente centrifugados por 15 minutos a 2500 rpm. O
sobrenadante foi separado em tubos com tampa, em aliquotas de 1ml e usado para
as analises bioquimicas. O restante do sobrenadante foi armazenado a -20 ou -80°C
por 6 meses para redosagem em situacao de resultados controversos.
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3.2.6 Técnica do clamp hiperglicémico

A secrecdo de insulina pelas células-B foi avaliada pela técnica de clamp
hiperglicémico proposta por DeFronzo e cols. (1979), com algumas adaptagdes, de
forma a garantir maior acuracia nos resultados. Esta técnica, padréo-ouro para a
avaliagao da secrec¢ao de insulina, consiste na infusdo endovenosa de glicose

(o bolos intravenoso de glicose extrai grandes quantidades de secreg¢ao de insulina),
com o objetivo de aumentar a glicemia agudamente, e a infusdo de glicose é mantida
em um platd hiperglicémico fixo por 2 horas. A hiperglicemia estimula a secregéo
bifasica de insulina e a captacao de glicose € aumentada. Entre 2 a 3 horas o estado
de equilibrio é alcangado, sendo que os niveis de insulina variam de acordo com a
resposta individual da célula-f3.

Antes da realizacdo do clamp, os pacientes em uso de medicagio anti-diabética oral
tiveram a sua administragdo suspensa respeitando a meia-vida de cada
medicamento.

Para a realizacdo do clamp, cada voluntario foi orientado a consumir uma dieta para
manutengao do peso corporal, contendo pelo menos 200 gramas de carboidratos por
dia e 0,8g/kg de proteina nos trés dias anteriores ao teste. No dia do clamp, cada
voluntario comparecereu ao laboratorio as 8 horas, apos jejum noturno de 12 horas.
O voluntario foi pesado em balanga eletrbnica digital e posteriormente assumiu
decubito dorsal confortavel. Foram realizadas duas puncdes venosas com cateter
tipo venocan. A primeira retrograda em veia antecubital, onde foram coletadas as
amostras de sangue para a dosagem de glicose, insulina e peptideo-C. A segunda
no antebrago, proximo ao cotovelo, onde posteriormente foi infundida solugéo
glicosada hipertonica, ambas mantendo-se pérvio com solugéo fisioldégica continua a
0,9%. A mao onde foi puncionada a veia antecubital permaneceu em caixa aquecida
entre 50 e 60°C para arterializagdo do sangue venoso. Para controle do processo de
arterializagao, foi avaliada a pO2 na veia antecubital nos dez primeiros clamps.

Por 30 minutos, antes do inicio da infusdo de glicose a 50%, foram colhidas trés
amostras basais a cada 15 minutos, para dosagem da glicose, insulina e peptideo-C
plasmaticos. A infusdo de glicose foi dividida em duas fases: “primeira dose”, que
compreendeu uma quantidade suficiente de glicose para elevar a glicemia ao platé
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desejado e a “dose de manutencgdo” que foi calculada a cada intervalo de 5 minutos
ao longo do teste. A primeira dose foi infundida em bolo, sendo a quantidade de
glicose baseada no peso corporal e na glicemia inicial de cada individuo, e foi

elevada agudamente a 180mg/dL, segundo a férmula (Pimenta e cols., 1995):

Pese (kgi=1.5x[180(mg  dL)—glicemia _inicial(mg  dL)]
oo eq. 06)

Bolo_inicial_glicose(mL) = 2 X

Imediatamente apds a infusao, a glicemia de 180mg/dL foi mantida por trés horas por
meio de infusdo variavel de glicose em bomba de infusdo. As quantidades infundidas
foram baseadas através dos calculos derivados dos resultados das medidas de
glicemia dosadas a intervalos de 5 minutos no equipamento Glucose Analyser em
amostras de 1mL. Nos primeiros dez minutos do clamp, foram coletadas amostras
de sangue a cada 2,5 minutos, e depois a cada 5 minutos. A glicose foi dosada em
todas as amostras. A insulina e o peptideo C foi igualmente quantificados durante os
vinte minutos iniciais do clamp e depois até o final do estudo, a cada vinte minutos. A
figura 8 seguinte ilustra o esquema para as coletas de sangue e suas respectivas

dosagens durante o clamp hiperglicémico.

GLICOSE 25%

30 <15 0 25 50 7,5 10 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (min.)

Glicose em
bolus

Figura 8: Esquema para as coletas de sangue e suas respectivas dosagens durante o clamp
hiperglicémico.

Simbologia:

—» Dosagem de glicose

Dosagem de glicose, insulina e peptideo C
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Ao final do clamp, foram retiradas as vias de acesso venoso e arterial e foi oferecida
uma refeicdo ao participante do estudo. O acompanhamento se estendeu até 1 hora
apos o periodo do teste.

A secrecao de insulina foi avaliada pelo modelo de cinética do peptideo-C
padronizado por Van Couter e cols. (1992), o qual considera as seguintes variaveis
de ajuste: sexo, idade, grau de obesidade e nivel de tolerancia a glicose. A primeira
fase de secregao foi avaliada pelas dosagens realizadas nos primeiros 10 minutos.
Para a segunda fase, foram computadas as dosagens realizadas na ultima hora do
clamp hiperglicémico, quando as concentragbes de insulina e peptideo-C estavam
mais constantes, de acordo com o platé hiperglicémico (Pimenta e cols., 1995).

A sensibilidade a insulina foi calculada pelo indice de sensibilidade a insulina (ISI),
dividindo a média da taxa de infusdo de glicose durante a ultima hora do clamp,
menos a excregao urinaria de glicose ocasional, pela média da insulinemia durante o
mesmo periodo. Sob condi¢des de equilibrio hiperglicémico, a taxa de glicose
infundida (TIG) forneceu uma estimativa da quantidade de glicose metabolizada
pelos tecidos, uma vez que a produgcdo enddgena de glicose foi suprimida. Este
valor, dividido pela resposta insulinémica plasmatica (segunda fase de secreg¢do de
insulina) proporcionou uma estimativa da sensibilidade tecidual a insulina enddgena

secretada pelo pancreas.

3.2.7 Teste de arginina: Resposta aguda a Insulina

A resposta aguda a insulina foi obtida através do teste de estimulo com arginina apdés
decorridos os 180 minutos do término do clamp hiperglicémico, para isso foi
ministrada glicose em bolus de Dextrose 25% (50g), seguida de uma infusao variavel
de glicose que manteve o nivel da glicemia entre 20 e 25mmol/litros (360 a 450mg/dI)
por, no minimo, 30 minutos. No tempo basal, foram obtidas amostras de sangue para
dosagens de glicose e insulina e, entdo um bolus de 5g de arginina foi
administrado intravenosamente em 30 segundos. Apos a injecdo de arginina,
amostras de sangue foram obtidas para dosar insulina e peptideo ¢ nos tempos 2,
3, 4, 6, 8, e 10 minutos.
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3.2.8 Consideragoes sobre os calculos

A resisténcia a insulina foi avaliada através do calculo do HOMA-IR versdo 2.2.2
(CALMO E COL., 2006).

As areas sob as curvas de insulina, glucagon, GIP e GLP-1 foram obtidas através do

teste de refeicdo padrao (TRP), utilizando um padréao trapezoidal.

O indice insulinogénico, avaliando a primeira fase de secregdo de insulina, foi
calculado através da equacgao 3, repetida aqui

IGI = (I35 — 15)/(G3p — Gy) (eq. 03)
onde lp, Go e 30, G3p sao os valores da insulina e glicose nos tempos 0 e 30 minutos,

respectivamente.

O calculo da taxa de depuragcdo metabdlica da glicose foi obtida através da equacéao
(STUMVOLL E COL., 2000):

MCR= 18,8 — 0,27 X IMC — 0,0052 X I,,, — 0,27 X Gy, (eq. 08)
onde |y, Ggp s@o os valores da insulina e glicose nos tempos 120 e 90 minutos,

respectivamente.

O indice de sensibilidade a glicose oral (OGIS) representa um indice de sensibilidade
a insulina (Sl) pela absorgdo da glicose, ajustado pela superficie corporal com um
padrao alimentar, dando uma estimativa do indice de sensibilidade a insulina,
podendo ser calculado através da equacéao abaixo ( MARI E COL., 2001):

O0GIS = f(G,, Gag. Gyag. 1o Iz, D) (eq. 09)
onde G e | sdo as concentragdes de glicose e insulina nos tempos sobscritos
indicados, D é a dose de glicose oral e f € uma fungao de ajuste complexa que pode

ser obtida no sitio http://webmet.pd.cnr.it/ogis/, onde sdo dadas informacdes sobre a

sua utilizacao e a teoria envolvida.
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A primeira fase de secrec¢do de insulina foi considerado no nivel mais alto da insulina,

nos primeiros 10 minutos do teste do clamp hiperglicémico.

A segunda fase de secregao de insulina foi obtida através da média da secregao de

insulina na ultima hora do clamp hiperglicémico.

O indice de sensibilidade a insulina (ISI) foi calculado através da equacgao:
ISI =TIG/[média_concentracio_insulina_2°fase_secrecio] (eq. 10)
onde TIG representa a taxa de infusdo de glicose durante a ultima hora do clamp.

O ISl e o TIG foram ajustados pelo indice de massa magra.

O indice de disposigao foi calculado como o produto da primeira e segunda fase de
secrecao de insulina e do ISI.

A resposta aguda da secrecdo de insulina obtida no teste de arginina (AlRarg) foi
calculada como o incremento da area sob a curva da insulina no intervalo de O-

10min, apos a injegao intravenosa de 5 gramas de arginina por teste.

3.2.9 Analise Estatistica.

A construcdo do banco de dados e as analises estatisticas foram realizadas através
do programa IBM SPSS Statistics 20.0.

Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk (FIELD., 2000) para avaliar a distribuicdo das
variaveis. Para as variaveis com distribuicdo normal, os dados foram apresentados
em “média £ desvio padrao” e para aquelas sem distribuicdo normal os dados foram
apresentados em “mediana e variacdo interquartilica e/ou semi-amplitude
interquartilica” ( MULLER., 1994 ).

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os quatro grupos estudados
(MI-TNG, I-TNG, MI-DM2 e I-DM2). O teste post hoc de Duncan foi utilizado para
identificar quais grupos diferiram entre si. As correlagdes lineares entre as variaveis
foram testadas usando o coeficiente de correlagdo de Pearson, uma vez que as
analises avaliadas tinham distribuicdo normal. O nivel de significancia adotado foi de
p <0,05.
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3.3 Aspectos Eticos

O protocolo do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexo 10).

A obtencdo do consentimento livre e esclarecido foi realizada pelo pesquisador
principal, seguindo as orientagdes da resolugdo 196/96 do Ministério da Saude. O
esclarecimento verbal consistiu em uma explicacdo ao paciente, realizada pelo
pesquisador, abrangendo os seguintes topicos: objetivos da pesquisa; justificativa e
procedimentos utilizados; riscos possiveis e beneficios esperados; forma de
acompanhamento dos voluntarios e assisténcia; sigilo quanto aos dados da pesquisa
e liberdade de se recusar a participar, sem nenhuma forma de prejuizo.

O termo de consentimento livre e esclarecido foi apresentado pelo pesquisador ao
individuo e, apds anuéncia deste, foi preenchido e assinado em duas vias, uma para
o voluntario e outra arquivada pelo pesquisador. Os voluntarios receberam auxilio

transporte, lanches e almogo nos dias de coleta de dados.
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4 Resultados

83



4.1 Caracteristicas dos participantes do estudo

As principais caracteristicas clinicas, antropométricas e parametros metabolicos
basais entre os grupos do estudo s&o apresentadas na tabela 5, onde observa-se
que nao ha diferenga entre os grupos com relacéo ao IMC, a pressao sanguinea. A
distribuicdo central de gordura foi influenciada pela idade e pela presenca de
diabetes (a circunferéncia de cintura e a relagédo cintura quadril foram maiores nos
grupos com DM2, tanto no MI-DM2 quanto nos |I-DM2 e similares entre eles em
comparagao ao grupo MI-NTG. O didametro sargital abdominal, que € um método
alternativo para avaliagdo de gordura visceral (VASQUES E COL., 2009), foi maior
nos grupos de DM2, sendo o grupo de MI-DM2 e |-DM2 com resultados similares,

em comparacgdo ao grupo MI-NTG.

Em relagdo aos parametros laboratorias, a glicose plasmatica de jejum e a
hemoglobina glicada estavam aumentadas nos grupos com DMZ2, sendo MI-DM2
com GJ = 109 mg/dl (x2) e HbA1c = 6,7% (£1,9), e I-DM2 com GJ = 118 mg/dl (£13)
e HbA1c = 6,6% (£1,2), tendo ambos p < 0,01 em relagdo aos grupos
normotolerantes. Os niveis séricos dos acidos graxos livres foram muito proximos
nos grupos com DM2, sendo MI-DM2 com 1,99ng/dl (10,26) e I-DM2 com 2,0ng/dI
(0,22 ). Os niveis séricos de adiponectina foram mais elevados no grupo MI-TNG
[6,14ng/ml (x1,4)] em relacdo aos demais grupos, sendo MI-DM2 com 3,8ng/mi
(£0,83), I-TNG com 3,22ng/ml (x0,48) e I-DM2 com 3,6ng/dl (£0,71). Quanto ao nivel
sérico da PCR-us, esse foi mais elevado no grupo I-TNG [0,66 mg/dl (£1,5)] em
comparagao ao grupo MI-TNG [0,13mg/dl (£0,1)], ja para os grupos com DM2, os
valores foram préximos, sendo MI-DM2 com 0,25mg/dl (£0,2) e [-DM2 com
0,31mg/dl (x0,4). No tocante aos demais parametros laboratorias, como o acido
urico, creatinina, perfil lipidico e transaminases, ndo houve nenhuma diferencga

significativa entre os grupos.
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Tabela 5: Principais caracteristicas clinicas, antropométricas e parametros
metabalicos basais entre os grupos do estudo.

Meia idade Meiaidade Idoso TNG Idoso DM2

Variaveis TNG DM2

Pacientes (homem/mulher) 13 (3/10) 14 (3/11) 10 (4/6) 12 (1/11)
Idade (anos) 44 +4 47 +3 64 +2 66 +3
IMC (Kg/m2) 23,7 3,8 27,4 £+1,9 27,7 £3,6 28,6 £3,4
Circunferéncia da cintura (cm) 85,1 +8,7 96,9 +7,9 92,9 7,2 100,5+ 8,2
Diametro abdominal sagital (cm) 17,5+ 2,6 22,2 +1,8 20,527 22,2+29
Relagao cintura/quadril 0,86 0,05 0,96 0,1 0,91 £0,1 0,96+ 0,1
Percentual de gordura corporal (%) 29,8+ 5,6 28,9145 33,8 5,7 36,6 £5,4
Pressao arterial sistélica (mm/Hg) 114 +14 124 +10 122 +20 115 +10
Presséao arterial diastélica (mm/Hg) 79 £10 81 10 79 +14 78 8
Glicemia de jejum (mg/dL) 88 16 109 +2 90 +6 118 +13
Insulina basal (mU/L) 476 £2,7 10,05 +4,4 9,4 £5,6 13,42 17 1
Hemoglobina glicada (%) 4,7 0,7 6,7 +1,9 5,6 £0,1 6,6 £+1,2
Colesterol total (mg/dL) 190,8 +26 1744 +28  201,6 +36 188,7 +47
HDL colesterol (mg/dL) 58 £17 42 +10 49 +13 48 10
LDL colesterol (mg/dL) 114 +29 116 29 129+ 30 115 +43
Triglicérides (mg/dL) 96 +55 132 £55 118+ 47 142 161
Acido arico (mg%) 4,06 10,1 5,21 0,8 5,8+ 1,8 5,25 +0,8
Creatinina (mg/dL) 0,72 +0,1 0,84 +0,3 0,8 +0,2 0,82 +0,3
Proteina C reativa (mg/dL) 0,13 0,1 0,25 +0,2 0,66+ 1,5 0,31+0,4
Gamaglutamil transferase (U/L) 16 £11 52 +24 35 +46 52 +81
Alanina-amino-transferase (U/L) 17 6 3119 20 15 25 +9
Aspartato-amino-transferase (U/L) 18 +4 26 18 22 +9 23 +8
Adiponectina (ng/mL) 6,14 +1,4 3,8+0,8 3,22+04 3,6+0,7
Acidos graxos livres (ng/mL) 1,46 +£0,2 1,99+0,2 1,47 £ 0,1 2,0+£0,2

Dados sdo mostrados como médias e desvio padrao (DP ). IMC=indice de massa corporal.

4.2 Sensibilidade a insulina

Foram calculados 5 indices de Sl: (i) HOMA-IR, (ii) taxa de depuragdo metabdlica da
glicose (MCR), (iii) sensibilidade a insulina através da glicose oral (OGIS), (iv) taxa
de infusdo de glicose (TIG) e o (v) indice de sensibilidade a insulina (ISI). Esses

indices serdo comentados a seguir:
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421 HOMA-IR

O HOMA-IR foi aumentado em todos os grupos com DM2 e também no I-NTG em

comparagao ao grupo MI-TNG (p < 0,001) , conforme mostra figura 9 abaixo:

p= 0,001
= [ [ [ 1
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e 30
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0.0 - T :
TNG D2 TNG DM2
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Figura 9: HOMA-IR dos quatros grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc
de Duncan

Observacgao : a simbologia representada pelas letras a, b (e eventualmente c¢) na
parte superior dos graficos representam paridade estatistica, letras iguais indica
probabilidades semelhantes entre os grupos e letras diferentes indicam presenca de
diferenga estatistica significante. Essa descrigdo serve para todos os demais graficos

que possuem essa simbologia.

4.2.2 Depuragao metabdlica da glicose

A taxa de depuragcdo metabdlica da glicose foi reduzida nos grupos com DM2 e |-
TNG em comparacgao ao grupo MI-TNG (p< 0,001). Nenhuma diferenga significativa
foi observada entre os grupos com DM2 e o grupo I-TNG, conforme ilustra a figura

10 a sequir:
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Figura 10: Taxa de depuracédo metabdlica da glicose dos quatros grupos estudado. Teste de Kruskal-
Wallis,seguido do teste pos hoc de Duncan

4.2.3 Sensibilidade da insulina a glicose oral

A sensibilidade a insulina a glicose oral (OGIS) foi similarmente reduzido em ambos
os grupos com DM2 e também [-TNG (p< 0,001) em comparagao ao grupo MI-TNG,

conforme ilustra a figura 11 abaixo:
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Figura 11: Sensibilidade da insulina a glicose oral (OGIS) dos quatros grupos. Teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste pos hoc de Duncan

4.2.4 Taxa de infusao de glicose

A taxa de infusdo de glicose (TIG) foi reduzida nos grupos com DM2 em comparagao
aos grupos TNG (p < 0,001), sendo que o grupo I-TNG apresentou uma menor TIG
quando comparado ao grupo MI-TNG, conforme ilustra a figura 12 abaixo:
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Figura 12: Taxa de infusdo de glicose (TIG) durante o teste do clamp hiperglicémico dos quatros
grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan

4.2.5 indices de sensibilidade a insulina

O indice de sensibilidade a insulina (ISI) foi reduzido nos grupos com DM2 em
comparagdo aos grupos TNG (p <0,001). Nenhuma diferenga significativa foi
encontrada entre os grupos |I-DM2 e MI-DM2. O grupo I-TNG apresentou uma
sensibilidade a insulina préxima aos grupos DM2. A Sl foi inversamente
correlacionada com a idade e ruim no grupo I-TNG, conforme ilustra a figura 13 a
seqguir:
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Figura 13: indice de sensibilidade & insulina (ISI) obtido do o teste do clamp hiperglicémico dos
quatros grupos estudados.Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan

4.3 Secrecgao de Insulina

A secrecao de insulina foi obtida da seguinte forma : (i) o indice insulinogénico (I1Gl),
derivado do teste de refeicdo padrao (TRP). (i) a area sob a curva da insulina,

derivado do mesmo teste, (AUCins0-180 min). (iii) a primeira fase da secreg¢ao de
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insulina e (iv) a segunda fase da secrecéo de insulina, ambos obtidos através do
clamp hiperglicémico, e por fim, ( v) a secregao de insulina obtida no teste de
arginina. A injecdo de arginina produziu uma grande descarga de insulina e
representa a forma maxima da primeira fase de secrecéo de insulina. A arginina foi
injetada apds o teste do clamp hiperglicémico com uma glicose fixa em 20mmol/l. Os

respectivos resultados sdo mostrados a seguir:

4.3.1 indice insulinogénico

O IGI foi préximo em ambos os grupos |-DM2 (0,8) e MI-DM2 (0,5) e reduzido em
comparagado aos grupos I-TNG (2.1) e MI-TNG (2.0) e com um p<0.019. O
envelhecimento em si parece nao ter afetado o IGl, mas em ambos os grupos de
diabetes ele foi reduzido, refletindo alguma falha da primeira e segunda fase da
secrecao de insulina, conforme ilustra a figura 14 a seguir:
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Figura 14: indice insulinogénico (IGl) obtido do teste de refeicdo padrdo dos quarto grupos estudados.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan

4.3.2 Area sob a curva da secrecao de insulina

A produgéo de insulina ndo foi ajustada pela RI. O resultado da AUCj,s 0-180 min foi
maior para o grupo I-TNG em comparagao ao grupo de MI-TNG, (p <0,033). O
grupo I-DM2 apresentou uma secrecédo de insulina levemente superior em relagéo

ao grupo MI-DM2, conforme ilustracdo na figura 15 a seguir:
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Figura 15: Niveis plasmaticos de insulina durante o teste de refeicdo padrdo nos quatro grupos
estudados. Graficos de barra construidos com os valores da area sob a curva da insulina ( AUCins0-
180 min). Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan.

4.3.3 Primeira fase da secreg¢ao de insulina

A primeira fase de secregao de insulina foi reduzida no grupo com DM2 em relagao
ao grupo TNG (p <0,001). Apds um ajuste para a RI, o grupo de |-TNG mostrou uma
primeira fase de secre¢do menor em relagdo ao MI-TNG, conforme representado na

figura 16 a seguir:
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Figura 16: Primeira fase de secrecgéo de insulina obtida do teste do clamp hiperglicémico dos quatros
grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan

4.3.4 Segunda fase da secregao de insulina

Quanto a segunda fase de secrecao de insulina, o grupo com DM2 apresentou uma
menor secre¢do em relagdo ao grupo com TNG (p <0,001). O grupo I-TNG
apresentou uma segunda fase de secrecédo de insulina muito préxima ao grupo |-
DM2. O grupo MI-TNG foi o que apresentou melhor segunda fase de secrecéo de

insulina, conforme ilustrado na figura 17 abaixo:
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Figura 17: Representacao da segunda fase de secrecao de insulina obtido na dltima hora do clamp
hiperglicémico. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Duncan

4.3.5 Secregao de insulina no teste de arginina

A secrecao de insulina no teste de arginina (estimulo farmacolégico maximo)
mostrou uma tendéncia de elevagédo no grupo I-TNG em relagdo ao grupo MI-TNG,
mas sem nenhuma diferenga estatistica entre eles (p =0,041), 0 mesmo ocorreu em

relacéo aos grupos I-DM2 e MI-DM2, conforme mostra a figura 18 a seguir:
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Figura 18: Niveis plasmaticos de insulina durante o teste de arginina nos quatro grupos estudados
Graficos de barra construidos com os valores da area sob a curva da insulina ( AUCins0-180 min).
Teste de Kruskal-Wallis.

4.4 indice de disposicdo (Funcio de célula beta)

Para um correto julgamento da secrecdo de insulina, faz-se necessario um ajuste
com relagdo a S| num mesmo individuo. Para isso foi realizado o calculo do indice
de disposicao(Dl), obtido pelo produto da secrecédo de insulina versus o indice de
sensibilidade a insulina. Para avaliar a adaptacdo da secrecdo de insulina, trés
indices de disposicéo foram calculados: (i) o indice de disposicdode primeira fase
secregdo de insulina (DI 12 fase), (ii) o Indice de disposicdoda segunda fase de
secregdo de insulina (DI 2% fase), ambos derivados do clamp hiperglicémico, e o (iii)
indice de disposicaoAlRarg/TIG. Este ultimo foi obtido pelo produto da secrecéo
aguda de insulina no teste de arginina (AIRarg) versus o indice de sensibilidade a
insulina, derivado da TIG no teste do clamp hiperglicémico. Os resultados sao

mostrados logo a seguir:
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4.41 indice de disposigdo de primeira fase de secrecdo de insulina

O indice de disposicdo de 12 fase de secrecdo de insulina foi reduzido entre os
grupos I-TNG, I-DM2 e MI-DM2 em relagédo ao grupo MI-TNG (p = 0,006). Os grupos
com DM2, apresentaram resultados muito proximos entre si. O grupo I-TNG mostrou
um menor DI de primeira fase de secrecéo em relagdo ao grupo MI-TNG, conforme

mostra a figura 19 a seguir:
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Figura 19: indice de disposicdo de primeira fase secrecdo de insulina obtida do teste do clamp
hiperglicémico dos quatros grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de
Duncan

4.4.2 indice de disposigdo de segunda fase de secregio de insulina

O indice de disposicdo de 2°fase de secrecdo de insulina apresentou resultado muito
préoximo ao DI de 12 fase de secrecao, sendo reduzido entre os grupos I-TNG, I-DM2
e MI-DM2 em relacdo ao grupo MI-TNG (p = 0,001). O grupo de I-TNG mostrou um
menor DI (tanto de primeira, quanto de segunda fase de secregéo), em relagcado ao
grupo de MI-TNG. A secrecdo de insulina foi inversamente correlacionada com o
envelhecimento no grupo TNG, considerando o DI de 1% fase e de 2% fase (p< 0.006 e
p< 0.001 respectivamente), com valores de "p" bastante significativos. llustragdo na

figura 20 a seguir:
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Figura 20: indice de disposi¢do da segunda fase de secregdo de insulina obtida do teste do clamp
hiperglicémico dos quatros grupos estudados. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de
Duncan

4.4.3 indice de disposicio no AlRarg/TIG

O indice de disposicdo (DI AIRargGIR) foi reduzido nos grupos com DM2 em relacéo
aos grupos TNG (p = 0,041). O grupo I-DM2 apresentou uma tendéncia de DI
AlIRargGIR superior com relagdo ao grupo MI-DM2, porém n&o houve diferenga
significativa entre eles. Ambos os grupos com DM2 tiveram resposta reduzida da
secrecado de insulina a arginina, sugerindo algum grau de faléncia de célula-f. O
envelhecimento n&o afetou a secrecdo maxima de insulina. llustracdo na figura 21 a

seqguir:
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Figura 21: indice de disposi¢cdo no AIRarg/TIG obtido pelo produto da secregéo aguda de insulina do
teste de arginina e da taxa de infusdo de glicose, obtida do do teste do clamp hiperglicémico dos
quatros grupos estudados

4.5 Adaptacao a reducao da sensibilidade a insulina

Em funcdo da magnitude da resposta da secregado de insulina ser determinada em
parte pelo grau da SI (KAHN E COL., 1993), nés mostramos que o principio da
relacdo hiperbdlica ndo linear esta presente, através do indice de disposicdoobtido
da secrecgéao de insulina, (derivado do TRP) versus o ISI (derivado do clamp. Essa
relagdo hiperbdlica foi observada em todos os grupos, sem ou com o ajuste para

massa magra, independente do teste utilizado. llustracdo na figura 22 a seguir:.
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Figura 22: Relagéo hiperbdlica obtida pelo o produto da secregao de insulina pela sensibilidade da
insulina entre os grupos estudados. (a) sem ajuste para massa magra (b) apds o ajuste para massa
magra.

4.6 Teste de refeicao padrao: resposta hormonal

No teste de refeicdo padréo foram obtidas as areas sob a curva (AUC no tempo de 0-
180 minutos ) da secrecdo dos seguintes horménios glucagon, insulina, GIP e do

GLP-1. Seus respectivos resultados sao mostrados a seguir:

4.6.1 Area sob a curva no tempo 0-180 min do glucagon

A AUC no tempo total de 0-180 minutos da produgdo do glucagon mostrou
similaridade entre os grupos MI-DM2, I-DM2 versus MI-NTG, I-NTG sem nenhuma
diferenca significativa entre eles. Por outro lado, a produgdo do glucagon na
primeira hora do teste (AUC no periodo de 0-60 min) foi mais elevada no grupo I-

DM2 em comparagao aos demais grupos (p < 0,05). llustragédo na figura 23 a seguir:
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Figura 23: Area sob a curva (AUC) no tempo de 0-180 minutos do glucagon obtida durante o teste de
refeicdo padrdo dos quatro grupos estudados. Graficos de barra construidos com os valores da area
sob a curva do glucagon nos intervalos de tempo de 0-60 minutos e 0-180 minutos

4.6.2 Area sob a curva no tempo 0-180 min da insulina

A AUC no tempo de 0-180 minutos da insulina foi maior para o grupo I-TNG em
comparacgao ao grupo de MI-TNG, (p <0,033). O grupo I-DM2 apresentou uma
secrec¢ao de insulina levemente superior em relagao ao grupo MI-DM2.

llustragao na figura 24 a segquir:
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Figura 24: Area sob a curva (AUC) no tempo de 0-180 minutos da insulina obtida durante o teste de
refeicdo padrao dos quatro grupos estudados. Grafico de barra construido com os valores da area sob
a curva da insulina neste mesmo intervalo de tempo. Teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste pos
hoc de Duncan

4.6.3 Area sob a curva no tempo de 0-180 minutos do GIP

Com relagao a concentracao do GIP, a AUC no tempo de 0-180 minutos mostrou

que nao existe nenhuma diferenca entre os grupos. llustragdo na Figura 25 a seguir :
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Figura 25: Area sob a curva (AUC) no tempo de 0-180 minutos do GIP obtida durante o teste de
refeicdo padrdo dos quatro grupos estudados. Grafico de barra construido com os valores da area
sob a curva do GIP neste mesmo intervalo de tempo . Com um valor de p sem nenhuma diferenca
estatistica significante entre eles

4.6.4 Area sob a curva no tempo 0-180 min do GLP-1

Quanto a AUC no tempo 0-180 minutos do GLP-1, este foi apenas reduzido no grupo
I-DM2 em comparagao aos demais grupos, com significancia estatistica (p< 0,05).

llustragao na figura 26 a seguir :

100



P= 0,05

o

9

GLP-1 [ngiml) .
E [}
[)

Meaidade Meiaidade Idoso |dasn

/\ TG D 2 THG EM

oy

=

L]

i
o 15 30 45 &0 75 a0 105 120 135 150 165 180

==Miota dade THG =B=-Maizidade DM —i—=[doso THG == |doso D2
Teste de kruskal Wallis e teste post hoc de Bonfermoni

Figura 26: Area sob a curva (AUC) no tempo de 0-180 minutos do GLP-1 obtida durante o teste de
refeicdo padrado nos quatro grupos estudados. Acima graficos de barra construidos com os valores da
area sob a curva do GLP-1 neste mesmo intervalo de tempo, p < 0,05 mostrando uma diferenca
estatistica significante entre eles

4.6.5 Relagao inversa entre GLP-1 e glucagon (AUC 0 — 180 min)

Para um melhor destaque em relacédo a liberagdo de GLP-1 e fungcao de célula-,
nos realizamos uma analise univariada mostrando uma correlagao significante entre
AUC GLP-1 e do glucagon, ajustada pela TIGuu (r = - 0.56; p< 0.001) para toda a
populacdo. Adicionalmente, o GLP-1 foi inversamente relacionado a liberagdo de

glucagon, apds uma refeicao. llustragdo na figura 27 abaixo:
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Figura 27: Correlagdo entre as areas abaixo da curva do GLP-1 e glucagon no teste de refeicao
padrdo, intervalo de tempo de 0 - 180 minutos. Teste de correlagdo de Pearson

4.7 Adipocitocinas e acidos graxos livre

Os niveis séricos de acidos graxos livres e adipocitocinas ja foram comentados na
descrigao da tabela 5. Para um destaque no ganho dessa relagdo, (de adipocitocinas
e Sl), nds realizamos uma analise de regressao linear, mostrando que os niveis de
FFA foram negativamente correlacionados com o indice de SI: OGIS (r = -0,40, p <
0,001), TIGum ( r = -0.49, p < 0,001), ISlym (r = - 0,36, p < 0,001) e também para a
funcao de célula-B: DI 12 fase (r = -0.27, p < 0,006) e DI 22 fase (r = -0.31, p < 0,001).
A adiponectina foi positivamente correlacionada ao OGIS (r = 0.27, p < 0,001),
MCR (r =0.24, p < 0,001), e TIGum (r = 0,41, p < 0,001).
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5 Discussao
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O principal achado do nosso estudo foi demonstrar que idosos com DM2 possuem
mecanismos fisiopatologicos que se assemelham aos pacientes mais jovens em
termos de reducdo de sensibilidade e secrecao de insulina, hiperglucagonemia e
alteragcao de adipocitocinas. No entanto, apenas os individuos idosos apresentaram
reducdo na producdao de GLP-1 apdés um estimulo alimentar. Uma potencial
implicacdo clinica desses achados ser&o discutidos a seguir.

A fisiopatologia e tolerancia a glicose na populagdo de idosos foram investigados
devido o aumento da incidéncia de DM2 e pelo desafio no manejo da hiperglicemia
nesses pacientes (HUANG E COL., 2011). O estudo longitudinal de Baltimore sobre
envelhecimento, documentou um declinio na tolerancia a glicose apds os 60 anos de
idade com concentracdo de glicose de jejum e poés-prandial sendo mais alta em
idosos, comparada aos individuos mais jovens (MEIGS E COL., 2003). A resisténcia
a insulina na populacdo de idosos é descrita usando varias técnicas (RODER e
COL., 2000). A técnica do clamp hiperglicémico pode ser usada para prover uma
medida acurada da RI e da liberagdo de insulina em individuos idosos. Em 1998
Meneily e colaboradores encontraram uma excelente correlagcéo entre IS| derivado
do clamp hiperglicémico e dos estudos do clamp euglicémico numa populagao de
idosos, em pacientes sem diabetes e com diabetes ( r = 0,76 e r = 0,71
respectivamente), motivo que nos levou a usar essa primeira técnica para avaliagcao
da Rl em nosso estudo. Nés encontramos diferengas significativas entre os grupos,
em relagdo a idade e pela presenga de diabetes, pelo modelo de jejum (HOMA), e
dos indices dinamicos derivados do teste de refeicdo padrédo (MCR e OGIS) e do
clamp hiperglicémico (TIG e ISI). A Sl foi reduzida nos idosos e no grupo com
diabetes, quando comparados ao grupo da mesma faixa etaria. Um dos mecanismos
que explicam a presencga de RI no idoso € a alteragcdo de sua composi¢ao muscular.
Pelo fato do musculo esquelético ser um importante 6rgdo e responsavel pela
captacado da glicose insulino mediada, contribuindo por aproximadamente 25% do
gasto energético basal e homeostase metabdlica. Sendo esse percentual ainda
maior durante atividade fisica (RADEGRAN e COL., 1999). Essa captagdo da
glicose € reduzida nos individuos obesos e idosos em fungdo de uma relativa

diminuicdo da massa muscular que ocorre nesses grupos. Apesar de nossos grupo
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de pacientes terem sidos pareados por género, IMC e atividade fisica, algumas
diferengas na composicao corporal foram observadas. Tanto o envelhecimento
quanto o DM2 possuiram uma reduzida massa magra, junto com uma reduzida Sl.
No estudo EGIR (FERRANNINI E COL., 1996), a idade foi associada com uma
diminuicdo da captagcdo da glicose mediada pela insulina, mas esse efeito nao
persistiu apos o ajuste pelo IMC. No nosso estudo, a Sl (TIG) foi negativamente
correlacionada com a idade (r =-0.42; p < 0,001), mas essa correlagao nao persistiu
apods o ajuste pela composigéo corporal.

Um estudo com jovens e homens mais velhos usando o clamp euglicémico, a
captacao da glicose plasmatica foi dependente da relagdo cintura quadril, e ndo da
idade, implicando que a distribuicdo de gordura corporal € mais importante na Sl do
que o avancar da idade isoladamente (COON E COL., 1992). No nosso estudo a
correlagdo negativa entre Sl e o envelhecimento ndo foi mais observada apds o
ajuste pela distribuicdo da gordura corporal (didmetro sargital abdominal ou a relagéo
cintura quadril). Coletivamente esses dados confirmam uma relagao entre obesidade
abdominal e reduzida SI com o envelhecimento.

Uma vez por existir semelhancas no desequilibrio metabdlica do envelhecimento e
da obesidade, é provavel que essas condicdes compartihem vias celulares
parecidas. Na obesidade o tecido adiposo é exposto ao estresse oxidativo resultando
num acumulo de macréfagos, producao de citocinas inflamatérias e supressao de
adiponectina (COON E COL., 1992). O envelhecimento do tecido adiposo reduz a SI
no tecido periférico e contribui para a progresséo do diabetes.

No presente estudo, houve um aumento dos acidos graxos livres e uma redugao nas
concentragdes de adipocinas, que podem afetar tanto a Sl quanto a fungao da célula-
B.

A reducdo na primeira fase de secre¢ao de insulina ocorre precocemente no curso
da disglicemia, sendo reduzida nos pacientes com intolerancia a glicose e nos
parentes de primeiro grau dos pacientes com DM2 (KAHN E COL., 2003). Quando a
tolerancia a glicose € normal no obeso, idoso, e na gestante, indica que a resisténcia

a insulina € compensada por aumento de secreg¢ao. A inabilidade da célula-f em
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aumentar a secrecao de insulina frente a uma demanda aumentada, explica porqué a
glicose € aumenta neste grupo de pacientes (JENSEN E COL., 2002).

O efeito do envelhecimento na secregédo de insulina parece ser atribuida ao menos
em parte, na falha da progressao de proé-insulina para insulina (FRISCHE E COL.,
2002).

A relacéo hiperbdlica entre sensibilidade e liberagdo de insulina, implica que existe
uma interagdo entre a célula-B e os tecidos sensiveis a insulina (KAHN E COL.,
2003). O produto da sensibilidade a insulina e da resposta a insulina € uma medida
acurada de funcdo de célula beta, chamado de indice de disposicdo(DI). Os Dls de
ambas, primeira e segunda fase de liberagao de insulina, mostraram uma reduzida
funcao de célula beta no idoso TNG em comparagao ao grupo MI-TNG, porém os
pacientes com DM2, tantos os idosos, quanto os de meia idade, apresentaram uma
mais pronunciada redugdo em ambos os indices. Para assegurar o principio da
veracidade da relacdo entre sensibilidade e secrecdo de insulina, nds aplicamos
indices que nao foram intrinsecamente dependentes, ou seja; indices derivados de
diferentes testes ( (clamp hiperglicémico, estimulo com arginina e teste de refeigao
padrdo). Essa conjunc¢ao de dados, sugere que embora o envelhecimento nédo afete
a relacao hiperbdlica entre sensibilidade e liberacdo de insulina, a condicdo de
envelhecimento e DM2 parecem mudar essa interagao quantitativamente, com uma
compensagao de célula beta mais baixa.

O eixo éntero insular refere-se aos hormdnios incretinicos em potencializar a
liberacdo de insulina apdés uma alimentacdo. Dois estudos, um com pacientes
insulino-resistentes nao diabéticos, e outro com pacientes com diabetes ( VISBOLL
E COL., 2001), ndo demonstraram aumento do GLP-1 apds o estimulo de uma
refeicdo mista, sendo que a magnitude do defeito mostrou-se ligada ao grau de
resisténcia a insulina. Outro trabalho demonstrou maior elevagéo das incretinas (GIP
e GLP-1) em diabéticos tipo 1 € 2, e em magros e obesos ndo diabéticos, frente a
um estimulo alimentar maior com 520 Kcal versus um estimulo menor com 260 Kcal
(VILSBOLL E COL,. 2002). Ja a agao do GLP-1 estava preservada nos individuos
diabéticos, pois havia normalizagao da hiperglicemia de jejum quando este peptideo
era infundido (NATTANN E COL., 1992).
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Outros estudos sugerem que a secregdo e a resposta do GLP-1 ao estimulo
alimentar estdo reduzidas em obesos e que a perda de peso normaliza esses niveis
(NEARY E BATTERHAM, 2009).

Alguns estudos relatam defeitos na secrecdo de GLP-1 apdés um teste de refeicao
padrao (LUND E COL., 2011), além disso, as concentra¢des reduzidas do GLP-1 sédo
provavelmente secundarias a outros horménios e a alteragdes metabdlicas, tais
como hiperglucagonemia (VOLLMER E COL., 2008).

Um forte achado do nosso estudo foi que as reduzidas concentragbes do GLP-1
ocorreram apenas na populacéo idosa com DM2, e em funcéo deste achado, houve
uma relagao inversa e significante, apés um estimulo alimentar, entre o glucagon e o
GLP-1 na populagdo idosa. No entanto se essa liberagdo alterada do GLP-1
contribui para o defeito na secregcao de insulina nos nossos idosos com DM2, isto
nao € sabido, apesar de nds termos encontrado uma relagdo proxima entre a
primeira fase de secrecédo de insulina ajustada pela sensibilidade a insulina (IGI x
TIGwwm), e pela produgédo de GLP-1.

Em contraste aos nossos achados, alguns autores mostram um aumento na
liberacdo do GPL-1 glicose dependente num pequeno grupo de idoso, sugerindo que
existe uma falha no sistema de retroalimentagdo negativa da glicose na produgao de
GLP-1 (RANGANATH E COL., 1998). Em outros estudos os autores nao
encontraram diferengcas na resposta do GLP-1 apds a alimentagdo, no entanto, a
diferenga entre os niveis de GLP-1 total e ativo foi significativamente maior no grupo
controle de jovens (KOROSI E COL ., 2001).

Em relacdo a resposta do GIP, os dados que avaliam a sua produgdo sao
controversos entre os idosos e os pacientes com DM2, alguns autores tém mostrado
um aumento ou uma redugao na sua producao (MENEILY E COL., 1998). Na nossa
amostra de pacientes nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos, e também
nao foram contra ao senso mais comum e prevalente na literatura, que é a
resisténcia ao GIP que ocorre no DM2.

Portanto os defeitos relacionados a idade nos horménios incretinicos sao de
interesse como possiveis contribuidores na falha de secrecdo de insulina

encontrados nas condi¢des de DM2 e envelhecimento. Em sendo a secregédo de
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GLP-1 um importante regulador da liberagédo de insulina, e o idoso com DM2 sendo
caracterizado por uma reducgao na secrecgao de insulina, entdo as alteragdes no GLP-
1 podem ser relevantes nas alteragdes metabdlicas da glicose dessa populagao de
idosos com DM2. Apoio a essa teoria foram as correlagbes positivas que nos
encontramos entre o GLP-1, o indice insulinogénico e a correlagdo negativa entre o
GLP-1 e o glucagon, apdés um estimulo alimentar. De fato, a hiperglucagonemia e a
reduzida primeira fase de secregcao de insulina sdo os maiores marcadores na
fisiologia do DM2.

Os idosos sdo um grupo muito heterogéneo de pacientes com manifestagdes clinicas
diferentes do DM2 de meia idade, com um manejo no seu tratamento que continua
sendo um desafio. Os principios do tratamento sdo similares aos dos pacientes mais
jovens, mas que necessitam ser individualizados em fungcdo dos riscos de
hipoglicemia, deméncias e do aumento do risco de doengas cardiovasculares que
afetam essa populagao (INOUYE E COL., 2007).

O horménio incretinico GLP-1 tem o potencial de reverter a deterioragdo da
tolerancia a glicose relacionada no envelhecimento, através do aumento da secregao
de insulina glicose dependente. Estudos em animais mostram que esta protegéo seja
devido ao aumento da fungdo da célula-B, bem como da expressao do gene da pro-
insulina e da expansao da massa de células-f (KNOWLER E COL., 2009).

Em nossos achados o idoso com DM2 possuem ambos: diminuigdo de secrecao e
de sensibilidade a insulina, junto a uma ja relacionada diminuigdo da concentragao
de GLP-1 apds a alimentagdo. Sendo muito relevantes as terapias disponiveis
baseadas em incretina (analogos de GLP-1ou inibidores de DPP-4), pois carregam
baixo risco de hipoglicemia e sao eficientes e bem toleradas na populagao idosa com
diabetes. Além disso, a prevengdao do acumulo de gordura, em especial com a
manutengdo de uma atividade fisica saudavel, poderiam preservar a massa magra
que é afetada pelo o envelhecimento com deterioragao da sensibilidade a insulina.
Sendo assim, essa terapia farmacolégica e nao farmacoldgica, baseado em
evidencias fisiopatoldgica, parece ser bastante apropriada para o grupo de idosos
com DM2.
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Finalmente, as posi¢gbes controversas na literatura sobre o grau de influéncia do
envelhecimento em si na alteragdo da funcdo da célula-B pode ser resultado da
presenca de diversos fatores confundidores que ocorrem com o avancgar da idade
tais como: obesidade, alteragao da distribuicado da gordura corporal e da composi¢ao
corporal, inatividade fisica, o uso de multiplas terapias medicamentosa e presenca de
outras comorbidades facilitadas pelo processo do envelhecimento. Todos esses
fatores, interagem para aumento da resisténcia a insulina existente nessa

populagao.
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6 Conclusao
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O principal achado deste trabalho foi a demonstracdo que o idoso com diabetes
possui mecanismos fisiopatoldgicos parecidos com os pacientes mais jovens em
termos de reducado de sensibilidade e secregcao de insulina, hiperglucagonemia e
adiponectinas alteradas, porém apenas os idosos com DM2 apresentaram uma
reducdo mais acentuada na produgao do GLP-1, e niveis mais elevados de glucagon
apdés um estimulo alimentar. Por outro lado, a secrecdo de insulina no teste de
arginina foi preservada no idoso, esta resposta farmacolégica da célula- indica que
tratamentos baseados em restaurar a sensibilidade da célula-3 ao estimulo com

glicose devem ser priorizados.
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8.1 Carta de aprovagio do presente projeto de pesquisa pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.
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% @ 5 . .
%.; ® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html
piM s AaARMP ¥

CEP, 14/05/09.
(Grupo III)

13ARECER CEP: N° 223/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0164.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “O PANCREAS ENDOCRINO NA SENECTUDE: CARACTERIZACAO DA
FISIOLOGIA DO EIXO ENTERO INSULAR EM IDOSOS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Bruno Geloneze Neto

INSTITUIGAO: 'Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 10/04/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 14/05/10 (0 formulério encontra-se 10 site acima)

11 - OBJETIVOS

Caracterizar a fisiologia do eixo entero-insular em individuos normoglicémicos apos 0s
60 anos de idade em comparagio com individuos normo-glicémicos de meia idade. Determinar a
produgio de incretinas, a sensibilidade & insulina e a atividade da DPP-IV nestes dois grupos.

11I - SUMARIO

Trabalho a se realizado no LIMED comparando dois grupos de pacientes, de acordo com
a idade: 35-50 e 60-80, do ambulatério de sindrome metab6llica, com tolerancia normal a
glicose. Serfio avaliados dados clinicos, antropometria, sinais vitais e avaliagdes bioquimicas de
rotina no HC e dosagens especificas em dois dias distintos no LIMED. Para o teste de incretina
sera oferecida refeigdio padréo antes da coleta dos exames e em seguida serfio coletadas amostras
de sangue no tempo: -15, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, ¢ 180 minutos. Em outro dia sera
realizado o teste de arginina para resposta aguda da insulina, com administragio de glicose em
bolus, seguida de infusdo variavel por no minimo 30 minutos e apés serdo realizadas 6 coletas de
sangue em tempos diferentes. As pungdes seréio realizadas de uma mesma veia e a infuséo de
glicose em outra.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apbs respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo

com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V PARECER DO CEP
O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s

acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 ’ FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fcm.unicamp.br
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%‘3 ® www.fom.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

LINIBAMP

restri¢des o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

; O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo- de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d). '

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.). :

; O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria — ANVISA —
_junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente @ ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na IV Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 28 de abril de 2009.

Profa. D/p'a.@é;z,)ngen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 ) FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fcm.unicamp.br
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