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1. INTRODUÇI\Q 

A importância fisiológica das glândulas sali 

vares tem sido demonstrada atrav~s de inGmeras pesquisas, sen­

do que a maioria delas refere-se ~ sua atividade ex5crina. En­

tretanto, a partir do final do sêculo passado, procurou-se tam­

b~m relaciona-las como orgaos de secreção interna, 

Assim, tem sido observado que as 

salivares, al~m de apresentarem interações end6crinas com diver 

sas outras gl~ndulas, tamb~m interferem na atividade metab6lica 

de diversos Orgãos. 

Embora alguns trabalhos já tivessem revelado 

a estreita relação entre as glindulas submandibulares e par6ti­

das com o metabolismo de carboidratos (FARRONI, 1911; UTIMURA, 

1927; HIKI et ali i, 1929, 1930, 1932 e 1934), somente a partir 

de 1934, com os trabalhos de OGATA, criou-se a possibilidade de 

analisar melhor esta relação. 

Dessa forma, procurando demonstrar a inter-

relação entre as glândulas salivares e o p5ncreas, TAKIZAWA 

(1954) e OGATA (1955) observaram que a aus~ncla das glindulas 

par~tidas e submandibulares induzia a uma hiperplasia das c&lu­

las beta do pancreas. 

TAKADORO et alli (1955) verificaram em caes 

que a curva de toler&ncia a glicose era aumentada pela adminis­

tração do Parotin seguida da ingestão de glicose. 
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Na mesma ipoca, HILL (1955) obteve das glin 

dulas par5tidas bovinas um f&tor hiperglicemiante extremamente 

ativo em ratos. 

HALMOS & SOMOGIY (1962) demonstraram um si­

nergismo entre pancreas e glãndulas salivares, relatando a pr~ 

sença de uma hipertrofia compensadora das parõtidas ao 

das hipofunções das ilhotas de Langerhans. 

curso 

Ações hipoglicemiantes de extratos de glân­

dulas salivares tim sido relatadas (FLEMING, 1962; HDSHIND et 

a1ii, 1976; GUIMARAES et a1ii, 1979). 

Desse modo, v5rios estudos t~m concorridopa 

ra demonstrar a influ~ncia das glândulas salivares no metabo­

lismo dB carboidratos. 

A presença de numerosos peptldeos biologic! 

mente ativos. inclulndo vãrios hormônios, nas glândulas saliva 

res chamou a atenção de multas pesquisadores que procuraram 

estabelecer de maneira mais objetiva a importância destas glâ~ 

dulas com atividade de Õrgãos endócrinos. 

V~rias pesquisas indicaram que alguns peptl 

cteos produzidos por estas glândulas são similares, se não id~n 

ticos~ aos hormônios produzidos pelas c~lulas end~crinas nas 

ilhotas pancreãticas e tratogastrointestinal. 

Assim, OGATA et alii (1944 e 1945) e !TO 

(1954) ao injetarem distintas frações de parõtidas bovinas em 

coelhos~ observaram que uma delas acelerava o crescimento de 

tecidos duros e reduzia os nlveis s~ricos de câlcio, a qual 

recebeu a denominação de Parotin. 
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TAKIZAWA (1954), OGATA (1955) e !TO (1960) 

demonstraram que as glândulas parõtidas eram a principal fonte 

de uma substãncia, por eles denominada de ''Hormônio Salivar Pa 

rotin'', discretamente auxiliadas pelas gl~ndulas submandibula-

res~ e que as glândulas sublinguais não participavam dessa fun 
-çao. 

A existência de glucagon imunorreativo nas 

glãndulas salivares de ratos foi descrita pela primeira vez 

por SILVERMAN & DUMBAR (1974), 

Outras pesquisas confirmaram tamb~m a pre-

sença deste fator nas glãndulas salivares de humanos, o qual 

difere do glucagon pancreitico ou gastrointestinal, por ser 

insolúvel em álcool, como também pbi" ser uma molécula de ctlto 

pêso molecular. 

Desse modo, LAWRENCE et a1ii (1975) consta-

taram e isolaram um fator hiperglicemiante, encontrado nas 
.. 

gl~ndulas submandibulares de camundongos, ratos e coelhos, que 

foi denominado de glucagon salivar. A administração intraveno­

sa desse fator~ produziu efeito compar~vel ao obtido com o do 

glucagon pancreâtico. O efeito hiperglic~mico2 provocado pelo 

glucagon salivar era mais prolongado e os estfmulos b~sicos que 

promoviam a secreçao do glucagon pancre~tico provocavam tamb~m 

a liberação do glucagon salivar. 

MYATA, YAMAMOTO & YAMAGUCHI (1976) verifica 

ram que a concentração plasmâtica de glucagon permanecia nor­

mal em alguns pacientes submetidos ~ pancreatectomia. 

A presença de uma substãncia semelhante a 
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insulina na saliva humana, foi detectada por DOI et ali! (1978), 

denominada de ''insulin-like'', cuja concentração aumentava -apos 

a administração oral de glicose. 

NURAKAMI, TAN!GUCHI, & BABA (1982) denwnstra-

ram, atravês da têcnica de fíltração em gel imunorreatlvo a 

presença de ''insulin-like'' no extrato de par5tidas, de ação se-

melhante ã insulina pancreãtica. Esses autores, utilizando-se 

de anticorpos anti-insulina, confirmaram. ''in vitro'', a sua 

bloss-íntese nas glândulas parôtidas humanas e de ratos. 

Confirmando-se, ainda, a teoria endócrina 

das glindulas salivares, PHILLIP, SMITH & PATEL (1984), a t r a-

ves do uso de t~cnicas de radioimunoensaio e imunoci toqulrni c a, 

conclulram que as glindulas par6tidas de ratos machos possuem 

uma população de c5lulas que produzem o ''insulin-like''. Observa 

ram que estas c~lulas produtoras de insulina se encontram prin-

cipalmente ao longo dos duetos intercalares, e em menor quanti-

dade~ nos acirios. Esses dados sugerem que estas gl~ndulas pos-

sam ser uma fonte adicional extra-pancreitica de insulina. 

Muitos outros fatores foram isolados das 

glândulas salivares, provenientes, na sua maioria, das glându-

las submandibulares de can1undongos machos. Entretanto, mu·ltos 

deles ocorrem tamb~m nas glindulas submandibulares de outras 

espêcies (ratos, cães. bois. etc.). 

Outras pesquisas t~m sido feitas no sentido 

de se determinar as caracterTsticas qulmicas e biol6gicas de PQ 

lipeptfdeos biologicamente ativos, isolados das glândulas sali-

vares, bem como sua localização, sfntese e seu possfvel papel 

fisiolõgico. 
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Estes fatores t~m sido agrupados em diferen 

tes categorias: 19) os que atuam sobre o crescimento e a dife­

renciação celular; 29) os relacionados com a homeostase; 39) 

os relacionados com a regulação intracelular e 49) os relacio­

nados com a digestão (BARKA, 1980). 

Assim, COHEN (1960) isolou um fator de cres 

cimento nervoso (NGF} do extrato de gl~ndulas submandibulares 

de camundongos. O mesmo COHEN (1962) isolou tamb~m destas gl~~ 

dulas um outro polipeptldeo, o fator de crescimento epidermal 

( EGF). 

Dentre outros princlpios ativos isolados das 

glândulas salivares, observam-se: o fator hipertensivo (WERLE, 

VOGEL & GOLDEL, 1957)~o fator de crescimento das cilu1as cardT 

acas (BAST & MJLLS, l963);a renina parcialmente purificada (VIER 

LE; TRAUTSCHOLD & SCHMAL, 1963); o fator de crescimento de ce-

1u1as do tubo neural (ADLER & NARBAITZ, 1965) e o fator que es 

timu1a a proliferação de cilulas epiteliais (JONES, 1966). 

Com o prop5sito de se isolar e identificar 

alguns fatores t6xicos das glândulas submandibulares de camun­

dongos machos, inümeras pesquisas foram realizadas. 

A confirmação da exist6ncia de fatores t6xi 

cos salivares com efeito letal foi posslvel pelos trabalhos des 

cr-itos por HOSHIIW & LIN (1968, 1't69 e 1970), LIN & HOSHINO (1%9) e 

LIN I HOSHINO (1970) atravis de transplantes de glindulas sali 

vares de camundongos machos e f~meas (previamente tratadas com 

testosterona) para animais adultos, de v~rias esp~cies, inclu­

indo camundongos, ratos, coelhos e roedores ''Mongolian'' e, que 

devido as suas ações, esses fatores foram denominados de fatores letais. 
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O fator letal e andrõgeno-dependente (LIN & 

HOSHINO, 1969) e parece ser produzido nos tGbulos secret6rios 

das glândulas submandibulares (HOSHINO & LlN, 1970) e abolido 

pela ligação dos duetos excret6rios destas glândulas, como foi 

demonstrado por HUANG, HDSHINO & LIN (1972). 

PINHEIRO (1985) isolou das glândulas sub-

mandibulares de camundongos machos v~rias substâncias de natu-

reza t5xica com atividade letal e devido a esta propriedade e 

â sua origem, foram denominadas de Sialotoxina I, II, III e IV. 

Recentemente, PINHEIRO (1985) verificou que 

do ponto de vista qulmico e estrutural as Sialotoxinas* dife­

rem de outras substâncias tõxícas descritas das glândulas sub­

mandibulares, consideradas proteinas. Pelos seus resultados , 

esse autor sugere que as Sialotoxinas são substâncias comple­

xas, de baixo peso molecular, contendo radicais aromâticos e 

carboidratos. 

A descoberta das Sialotoxinas despertou o 

interesse da Area de Fisiologia e Biof~sica da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba da UNICAMP, iniciando uma sêrie de 

trabalhos com estas toxinas, como mais uma linha de pesquisa 

n ser desenvolvida, 

Assim sendo, ACDSTINHO (1987) demonstrou 

uma significativa diferença na Dlso da Sialotoxina I, entre C! 

mundongos machos e f~meas, sendo as fêmeas mais sens~veis que 

os machos. Foram observadas tamb~m diversas manifestações cli 

nicas nestes animais, como: hiper-excitabilidade, apatia, polj 

Urin, convulsões e morte, 

Att; t'nt<lO (I'INIICIRO, 1'lll5; ACOSIINIIO, 
t'l't11ll t.:nn'lidf't'\ldl\~ COIIIO peptfdt'(J~,. 

19El7) "" Sin.loLox irJdC. 
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Os resultados at~ agora obtidos servem como 

incentivo, no sentido de se pesquisar o papel biol6gico das 

Sialotoxinas, permitindo ampliar os conhecimentos sobre a im­

portância fisiolõgica das glândulas salivares. 

Por outro lado, inúmeras pesquisas sobre as 

alterações no metabolismo de carboidratos, 1'in vitro'', t~m uti 

lizado o müsculo diafragma de ratos (GEMMILL, 1940 e 1941). 

O diagrama foi empregado tamb~m por GEMMILL 

& HAMMAN (1941); HECTER, LEVINE & SOSKIN (1941); STADIE & ZAPP 

(1947); KRAHL & COR! (1947); CORKILL & NELSON (1947); VERZAR & 

WENNER (1948) e VILLEE & HASTINGS (1949). 

A taxa de captação de glicose pelo díafrag­

ma de ratos ''in vitron, sob vãrias condiçóes experimentais, su 

gere que este mGscu1o serve como uma medida da atividade do 

sistema hexoquinase (WALAAS & WALAAS, 1952; KIPN!S 

1959). 

& COR!, 

Foi verificado tambe~ que o diafragma de r~ 

to; um mGsculo sensTvel ãs pequenas concentrações de insulina 

no meio, de tal modo que estudos realizados com este tecido, 

''in vitro'', t~m fornecido subsldios sobre o modo de ação da in 

sulína (RAFAELSEN, VILMA I RENOLD, 1965). 

Assim sendo, o diafragma ainda continua sen 

do utilizado como uma preparação viãvel aos estudos que envo·l 

ven1 captaçao, penetraçao e utilização de alicose, sob vãrias 

condições experimentais~ como demonstram os trabalhos de WARD­

ZALA A JEANRENAUD (19RI) e WANG (1985), 

.-
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1.1. Proposição 
.~ 

Estudos realizados sobre a atividade respi­

rat6ria de diferentes tecidos, atrav~s do sistema manom~trico 

e da incorporação de gljcose, ''In Vitro'', em presença de dife­

rentes substãncias~ têm contribuTdo com importantes StJbsidios 

para urna melhor compreensão do metabolismo de carboidratos. 

Desse modo, tentando correlacionar o efeito 

t6xico da Sialotoxina I com o metabolismo de carboidratos, prQ 

pusemo-nos a ~nalisar ''In Vitro'': 

1. Os efeitos da Sialotoxina I sobre o con-

sumo de Oxig~nio, pelo diafragma de ratos; 

2. Os efeitos da Sialotoxina I sobre a ln-

corporaçao de glicose, pelo diafragma de ratos. 
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2. REVISTA DA LITERATURA 

2.1. Glândulas Salivares e Seus Fatores Ativos 

A partir da descoberta da calicre1na nas 

glindulas salivares por WERLE & RDDEN (1936), extensas investi-

gac6est tanto 11 In Vivo'' quanto ''In Vitro'', t~m despertado gran-

de interesse no estudo das gl~ndulas salivares, possibilitando 

nelas a identificação de muitos fatores ativos. 

A demonstraç~o da atividade da fosfatase âci 

da, atrav~s de anãlise histoqulmica dos gr·~nulos secret~riosdos 

duetos granulosos das glãndulas salivares de camundongos, foi 

feita por JUNQUEIRA et alii (1949). Foi verificado que a ativi-

dade dessa fosfatase era cerca de duas vezes e meia n1aior nos 

camundongos ~achas do cue nas f~meas. 

A produção de proteases andr·õgeno-dt~pendentes 

nas glãndulas submandibulares tamb~m foi descrita por SREEBNY 

et ali i (1955) e SREEBNY (1960). 

A presença da ribonuclcase nos tGbulos gran~ 

losos das glândulas submandibulares de camundongos foi demons-

trada por MAYNER & ACKERMAN (1963). 

Foram isoladas~ das g15ndu1as submandibula-

res de ratos c camundongos, diferentes enzimas, ou seja: a) 

quatro a seis isoenzimas de 11 tripsin-like'' (EKFORS et a l i i , 

1 96 7; EKFORS et a 1 i i, 1972; EKFORS & HDPSU-HAVU, 1972) e duas proteases A e 

D (SCHENKEIN et a1ii, 1969, 1974 e 1977), tendo sido demonstra-
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do que essas enzi'mas, al~m de hidrolisarem as ligações arginil 

das protelnas, apresentavam atividades quimiolfticas, devendo 

estar relacionadas filogeneticamente com as calicreTnas e nao 

parecem ser andrôgeno-dependentes. 

A grande atividade amil~sica das gl~ndt1las 

submandibulares de camundongos foi observada por SWIGART et 

alii (1965), sendo maior nos machos. 

A redução da atividade da amilase em ani-

mais castrados e o seu aumento atrav~s da administração de tes 

tosterona ãs f~meas e em camundongos machos castrados, foi re-

latado por SHEAR et alii (1979). 

Dentre os diversos fatores produzidos pelas 

glândulas submandibulares de camundongos machos, o Fator de 

Crescimento Nervoso (NGF) ~ um dos mais estudados. Sua impor­

tância estâ relacionada ao desenvolvimento e manutenção da in­

tegridade funcional do sistema ne~voso .simpãtico e de alguns 

neur6nios sensitivos (COHEN, 1960). A sua purificação~ a par­

tir da glãndula submandibular de camundongos machos, foi prec~ 

dida oela purificação do Fator de Crescimento Nervoso, extral­

do do veneno de cobra por COHEN & LEV!-MONTALC!NI (1956). 

LEVI-MONTALC!Nl & BOOKER (1960) observaram 

que a administração do NGF. parcialmente purificado, a ratos 

rec6m-nascidos e camundongo~ causou um acentuado retardo no 

crescimento e perda de peso. 

Posteriormente, foi demonstrado que a con 

centração do fator de crescimento nervoso nas glãndulas subman 

dibulares de camundongos ~ muito menor nas t~meas do que nos 
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machos e ê tamb~m testosterona-dependente (LEVI-MONTALCINI & 

ANGELETTI, 1964). 

Ap5s a identificação do NGF, COHEN (1962) i 

solou e caracterizou das glândulas submandibulares de can1undon 

gos machos, outro polipeptTdeo, denominado Fator de Crescimen­

to Epidermal (EGF). Foi verificado que o EGF, quando injetado 

em ratos ou camundongos rec~m-nascidos, acelerava a erupçao 

dos incisivos, como tamb~m, a abertura das p~lpebras. 

Foi observado que a concentraçâo do Fator 

de Crescimento Epidermal (EGF) aumenta rapidamente ap6s a pu­

berd~de (BYYNY; ORTH & COHEN, 1972), e que a sua ide~tificaçâo 

na glândula ~ possTvel em torno do 209 dia ap6s o 

(GRESIK I BARKA, 1977 e 1978). 

na.scin:ento 

O EGF tem sido amplamente en1pregado, experl 

mentalmente, devido sua import~ncia no controle da replicação 

de c~lulas neoplãsicas. como tamb~m devido a stJa particioacão 

no sistema mediador-receptor para hormônios peptTdicos (CARPEN 

TER & COHEN, 1979). 

ATTARDI et alii (1965) e ATTARDI & SCHESJN-

GER (1967). identificaram e isolaram o Fator de 

Mesodermal das glândula~ submandibulares de camundongos~ que 

apresenta o efeito de estimular o crescimento de c~lulas mesen 

quimais e promover alterações nas fibras musculares, com perda 

de miosina e cartilagens. 

ADLER I NARBAITZ (1965) noticiaram a exis­

t~ncia do Fator de Crescimento do Tubo Neural, observando que 

adições de extratos de gl~ndulas submandibulares de ratos en1 
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culturas de tubo neural de embriões de galinha, ''In Vltro'', cor1 

tendo esse fator, resultavam na abertura dorsal com crescimento 

irregular e hiperplâsico. 

Posteriormente, JONES (1966) e JDNES & 

ASWOOD-SMITH (1970), postularam que as g1indu1as subnJandibula 

res de camundongos eram resoons~veis pela produção do Fator de 

Crescimento Epitelial o qual estimula a proliferação de 

las epiteliais em cultura de orgaos. 

celu-

Fatores extraldos das glândulas submandibula 

res de camundongos e das glândulas parõtidas bovinas, quando i~ 

jetados em camundongos recém-nascidos e adultos, produziram cres­

cimento hiperplâsico e hipertr6fico de células endoteliais e1n 

diferentes 6rg~os) e foram denominados de Fator Estimulante do 

Crescimento Endotelial (HOFP~.IHl et al·fi) '1976). 

HUTSON~ EVANS & FOWLER (1979) sugeriram que 

as gl~ndulas submandibulares e sublinguais de camundongos secre 

tam, atrav~s da saliva, uma substância que auxilia no processo 

de cicatrização, a qual foi denominada Fator Cicatricial. 

O importante papel das glindulas sa1·ivares 

com a homeostase tem sido pesquisado e avaliado. Assim, WERLE, 

VOGEL & GOLDEL (1957) identificaram um princfpio ativo nas q'lân 

dulas submand~bulares de camundongos, que provocava hipertensão 

de longa duração, quando i.njetado em camundongos ou em cachor-

ros. 

O fator hipertensivo foi tamb~m demonstrado 

por TURRIAN (1960), quando verificou que o extrato de g1indulas 

submandibulares de camundongos, incubado com soro de rato, pro-
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duzia um fator semelhante ã angiotensina. 

Do mesmo modo, CDHEN et a1ii (1972) obtive-

ram das glãndulas submandibulares de camundongos machos duas 

enzimas {glico-proteinas), na forma pura e estâvel, semelhantes 

a renina. As duas enzimas: renlna !1 e renina C demonstran~muma 

potente atividade hipertensiva em ratos, diferindo um pouco em 

sua composiçEo de aminoâcidos. 

A presença da renina tamb~m foi demonstrada 

em glindulas submandibulares de ratos oor GUTMAN, LEV1 & 

SHORR (1973). 

As calicreTnas das glândulas salivares, co-

mo fatores homeostâticos, foram tamb~m analisadas por HILTON 

(1970) e SCHACHTER (1970), quando demonstraram que as mesmas 

liberam, de um modo r~pido e espec~fico, um decapept~deo biolQ 

gicamente ativo, a lisil-bradicinina, potente enzima vasodila-

tadora, i qual tem sido atribufdo importante papel na 

ção local do fluxo sangulneo das glândulas salivares. 

regu 1 _:~ 

Uma poss1vel interação entre as glândulas 

submandibulares e sistema linfEide tem sido tamb~m pesquisa-

da, admitindo-se a exist~ncia de fatores que afetam o sisten1a 

linf6ide em·geral e, particularmente, o timo. 

A administração do Fator de Crescimento Ner 

vaso, parcialmente purificado, das gl~ndulas submandibularesde 

camundongos, reduziu o peso do timo, e o n0n•ero de linf6citos 

do timo, n5dulos linfâticos e baço (BUEKER & SCHENKEIN. 1964 e 

196éi). 

Resultados opostos foram obtidos por DELAN-



GE (1975)~ quando observou que injeção de extrato de glândulas 

submandibulares e sublinguais causaram um estimulo imunol6qico 

nos tecidos linf6ictes, mas não atrofia do timo, baço ou n6du­

los 1·i,nfiitico~ .. 

O Fator de Indução ~ Granulocitose foi cons 

tatado por ANGELETTI et alii (1965), que observaram que o mes­

mo, quando injetado em camundongos e coelhos. provocava um au­

mento no nGmero de leucõcitos polimorfonucleares, dentro de 

duas a três horas. 

SHERIDAN & STANLEY (1971) descreveram a pr~ 

sença de um fator denominado de .Fator Estimulante de Co16nias 

da Medula Ossea. Demonstraram que a concentração desse fator 

era mais alti nas glândulas submandibulares de camundongos do 

que nos o~tros tecidos. Constararam tamb~m. atrav6s da sua pu­

rificação,· que a sua concentração era de três vezes maior nas 

glândulas dos animais machos do que nas fêmeas. 

As glindulas salivares de camundongos, de 

~mbos os sexos, apresentam uma proteTna tipica com 

de suprimir as mitoses celulares (BARKA, 1973). 

atividade 

ARRUDA VEIGA (1979) isolou um peptideo do 

extrato de glândulas submandibulares de camundongos machos, 

observando que, quando injetado, subcut~neamente, possui efei­

tos capazes de provocar poliGria e albuminGria5 al~m de uma 

s~rie de al-terações nas estruturas renais. 
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2.2. Glândulas Salivares e Seus Fatores Letais 

A presença e a identificação de fatores t6-

~icos foram possfveis atrav~s da injeção de extratos de glãnd~ 

las submandibulares de camundongos machos, adultos, como tam­

bêm atrav~s de transplantes das referidas glãndulas. 

Diante dos sintomas apresentados pelos anl­

mais injetados e/ou transplantados, concltriu-se rie oue devr:~riani e-

xisttr pelo menos dois fatores t6xicos distintos, denominados: 

Fator Letal e Fator Hemorrigico. 

Assim, COHEN (1962) obteve, através da admi-

nistração do extrato de glândulas salivares de camundongos ma­

chos~ adultos em camundongos rec~m-nascidos, uma s~rie de 

alterações, nesses animais, induzidas por esse extrato. Assim, 

injeções subcutâneas, de 1 a 2% do extrato glandular, provoc! 

ram abertu~a precoce das. pãlpebras e erupção dos dentes incisl 

vos de animais rec~m-nascidos, acentuada parada no crescimento 

e inibiçio no crescimento dos pelos. Entretanto, verificou- se 

que uma finica injeção de 5% do extrato foi suficiente pnra 

provocar um efeito letal. 

O mesmo pesquisador observou ainda que a a~_ 

ministração dos extratos glandulares (10%) obtidos de glându­

las submandibulares de camundongos f~meas, adultas, não exer·-

ce.u nenhum efeito no ~esenvolvimentos dos camundongos recem-

nascidos e nem efeito 1etal. 

Posteriormente, ANGELETTI et alii (1965) 
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utilizando-se de homogeinizados de glândulas submandibulares de 

camundongos machos, adultos~ administrados em camundongos aduJ 

tos, verificaram a presença de fator letal nestas gl~ndulas. 

LIUZZI & ANGELETTI (1968) observaram, atra-

ves da diãlise de extratos crus das glãndulas submandibulares 

de camundongos machos, em tampão TRIS-HCl 50 mM, pH= 7,2, que 

n~o havia nenhuma mudança apreciável do nfvel de toxicidad~ su 

gerindo esse dado que o componente t~xico deveria estar assoei 

ado ã macromol~culas~ possivelmente de natureza proteica. Na 

tentativa de localizar os componentes t6xicos desses extratos, 

realizou-se fracionamento em colunas ''Sephadex G-100'' pH neu-

tro e verificaram que algumas frações eram acentuadamente rn~is 

tõxicas que outras, sendo a fração E a mais tõxica. Doses sub-

letais dessa fração tiveram um efeito significativo no retarda 

menta do crescimento de camundongos rec~m-nascidos. Foi verifi 

cada que a fração E ê letal· em al-tas doses; todavia, em doses 

menores, o se~ efeito t5xico afeta alguns orgaos, orincioalmen . . -

te o timo. 

Numerosos trabalhos t~m demonstrado dife•·en 

tes tipos de fatores t6xicos das gl~ndulas submandibulares de 

camundongos machos. 

A presença, do fator letal nas gl~ndulas 

submandibulares de camundongos machos foi observada tamb6m nos 

estudos realizados por HOSH!NO & LIN (1968), quando verifica­

ram que o transplante destas glândulas, em camundongos hospe­

deiros, produzia efeito letal. 

Assim, esses autores verificaram que o 
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transplante de glândulas submandibulares de camundongos machos 

provocava 85% de morte em hospedeiros machos e 100% em hospe­

deiros f~meas. Quando os doadores e hospedeiros eram fêrneas, 

todos os hospedeiros sobreviviam. Foi tamb~m demonstrado que 

transplantes de glândulas parOtidas ou sublingucds nao provoc~_ 

vam morte de nenhum hospedeiro, independentemente do sexo. 

HQSHINO & LIN (1969) demonstraram, tarnbém, 

que o efeito letal, al~m de não ser observado no transplante 

de glândulas submandibulares de camundongos f~meas, o mesmo 

acontecia quando os doadores eram camundongos machos imaturos. 

Esses resultados sugeriram que a manifestação do fator letal 

deve estar· diretamente relacionada â maturação sexual do doa-

dor macho {camundongo);e que, pode ser devido a influência 

dos hormônios sexuais mascul1nos. Observou-se, ainda, que a 

sialoadenectomia bilateral das glândulas submandibulares resul­

tou em alta mortalidade dos camundongos machos imaturos e f6-

meas adultas. 

L.IN & HOSHINO (1969) procurando demonstrar 

aue, efetivamente, o fator letal ~ dependente da ação da tes­

tosterona, observaram que os transplantes de glãndulas sub1:1an­

dibulares ·obtidas de camundongos machos imaturos e de fEmeas 

adulta~ exerciam efeito letal em camundongos machos e f~meas, 

desde que os doadores fossem pr~-tratados com testosterona. Ve 

rif·icaram~ também )que o pré-tratamento _com estradiol em camun­

dongos machos, imaturos e adultos, não alterou os resultados 

dos transplantes glandulares obtidos sem a administração des­

se hormônio. 

LIN & HOSHINO (1969) verificaram tamb~m, que 
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o transplante subcutâneo dessas gl~ndulas salivares (submandi­

bulares), em camundongos machos, provocava, al~m de outras rea 

ç5es, hematoma local e severa hemorragia sist~mica, o que nao 

ocorria quando o enxerto era intraperitoneal. Observaram, aln­

da, que a taxa de mortalidade não teve diferença, significati 

v~ entre os dois tipos de transplantes (subcutâneo e intraper1 

toneal). mas que os sintomas observados nos hospedeiros for~am 

acentuadamente diferentes, particularmente, quanto ao fcn5meno 

hemotrâgico. 

HOSH!NO & LIN (1969 e 1970) Investigaram os 

efeitos seletivos da testosterona e isoproterenol sobre a reg! 

neraçao das glândulas submandibulares transplantadas para ca­

mundongos machos e f~meas adJltos. tendo como doadores f~meas 

adultas. Os dados obtidos demonstraram que a testosterona e o 

isoproterenol-HCl podem exercer efeitos estimulat6rios especi­

ficas sobre os diferentes componentes de tecidos submandibula­

res~ agindo a testosterona sobre a regeneração dos tGbulos se­

cret~rios e o isoproterenol sobre as c~lulas acinares. 

Estas 'iniTestigações, possibilitaram,a·inda ve 

rificar a capacidade de sobreviv~ncia do tecido glandular. não 

somente para regenerar os tGbulos secret6rios, mas tamb~m para 

recuperar a sua atividade bio15gica especlfica, tal como o 

efeito letal. Assi1n, os transplantes de strbmandibtr'lares de doa 

dores f~meas, em hospedeiros f~meas tratados com testosterona, 

demonstraram efeito 1etal, quando retransplantados ern novos 

hospedeiros f~meas não-tratados. 

LIN & HOSHINO (1970) analisaram o efeito do 

fator letal liberado de glãn~ulas submandibulares de camundon-
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gos, transplantadas em diferentes linhagens de camundongos. Ob­

servaram que ocorreu diferença na taxa de mortalirlade entre as 

diferentes linhagens, assim como. os hospedeiros f~meas aprese~ 

taram maiores taxas de mortalidade do que os hospedeiros machos. 

Quando os doadores de gl5ndulas sub1nandibula 

res foram f~meas, nenhum hospedeiro morreu. independente da li­

rlhagem testada. 

t.IN & HOSHINO (1971) investigaram, tamb~m. 

uma possTvel açao protetora da testosterona contra o efeito le­

tal, em hosoedeiros machos e f~meas, intactos e sialoadenectomi 

zados. Constataram a diferença na taxa de mortalidade entre ca­

mundongos intactos, de ambos sexos 1 que receberam enxertos gla~ 

dularess sendo o macho mais resistente. 

Notaram, ainda, que esta taxa foi maior no 

hos?edeiro macho, sialoadenectomizado, do que nos não-sialoade­

nectomizados. Quanto ã testosterona, ela mostrou ter uma açao 

protetora maio~ nos hospedeiros fªmeas, tanto sialoadenectomiza 

das, quanto não-sialoadenectomizada. Os dados obtidos sugeriram 

que a diferença sexual na susceptibilidade do camundongo ao e­

feito letal pode ser atribu1da â presença do horm6nio androg~nl 

co nos camundongos machos. 

HUANG, HOSH!NO & LIN (1972) investigaram o 

efeito da ligação previa do dueto excretor de gl~ndulas subman­

dibulares na produção do fator letal, como tamb~m, sob o efeito 

da testosterona e isoproterenol em animais transplantados. Os 

dados obtidos revelaram que o efeito letal estava presente nas 

glândulas transplantadas tr~s dias ap5s a ligação do dueto ex­

cretor o que não ocorreu, ap6s o oitavo dia de p6s-onerat6rio e 
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que pequenas quantidades de fator letal ainda fo•·am detectadas 

seis semanas ap5s a ligação do dueto excretor. 

Esses autores demonstraram ainda que, com 

a administração da testosterona, ap6s o transplante das glãnd~ 

las, com seus duetos ligados, a intensidade do fator letal nes 

tas, foi maior do que nas não-transplantadas, e que, no grupo 

que r~ecebeu a solução de isoproterenol, apõs o transplantt~, de 

tectou-se menor quantidade de fator letal, embora os pesos das 

glãndulas estivessem signi·ficativamente aumentados em relação 

ao dos controles, em função da hipertrofia das c~lu·las acina­

res, ocasionada pelo tratamento com o isoproterenol. 

Investigações realizadas por HUANG et alii 

(1971) r-evelaram que existem diferenças na susceptibil1di.tdt' no 

fator letal, quando se compara a magnitude da letal idade desse 

fator entre diferentes esp~cies animais (camundongos, co~lhos 

e roedores '1 Mongolian 11
) e entre diferentes l.inhagens de camun­

dongos, imaturos e adultos, machos e f~meas. 

Os resultados obtidos por estes autores) mo.? 

traram que os extrato~ liofilizados dos homogeinizados das 

glândulas submandibulares de camundongos 1nachos adultos, foram 

letais não-somente aos camundongos, mas, tamb~m. ~s diferentes 

esp~cies animai.s testadas. Os camundongos apresentaram uma re­

lativa resist~ncia ao fator letal, enquanto os coelhos e roedo 

res apresentaram uma considerâvel sensibilidade ao mesmo fa­

tor. 

Ainda, atrav~s desses experimentos, foi de­

monstrado que o efeito leta1 das glândulas subrnandibul<:tres é n\J."'.or, 
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quando ocorre a sua administração sob a forma de homogeinado do 

que quando transplantadas, sugerindo, esse dado, que o fator' le­

tal deve ser liberad~ gradualmente,durante os transplantes. 

HIRAMATSU, HATAKEYAMA & MINAM! (1980) obser 

varam que não-somente o extrato das glãndulas submandibulares 

de camundongos machos apresenta o fator letal, mas tambêm a sa­

liva, que o libera,quando índuzida por estimulação de agente al 
fa-adren~rgico e, que, ambos (extrato e saliva) foram altamente 

tõxicos para cobaias, r-atos, hamsters, enquanto a toxicidade da 

saliva foi relativamente baixa para camundongos. Os dados reve­

laram que o fator letal ~ uma proteTna ex6crina, demonstrand~ 

assim,que as glãndulas submandibulares de camundongos machos se 

cretam protelnas altamente t6xicas. 

HATAKEYAMA, H!RAMATSU & MINAM! (1981) confir 

maram os dados anteriores purificando um dos componentes tõxi­

cos da saliva por focalização isoelêtrica e cromatografia em 

DEAE Sephadex A-50, identificado como uma enzima com atividade 

semelhante ã calicreTna. 

Esses autores, concluTram que os componentes 

t5xicos das glãndulas submandibulares de camundongos machos es­

tão localizados nos grânulos serosos dos tUbulos secretõrios, e 

que são secretados na saliva, da mesma maneira que os fatores de 

crescimento nervoso (NGF) e epidermal (tGf) e as enzimas prote~ 

llticas, sendo a sua secreção controlada por agentes alfa-adre­

nêrgicos, 

c i a s ~ 

PINHEIRO (1985) identificou quatro substãn­

de baixo peso molecular, denominadas S·ialotoxinas I, Il, 

lll c IV, de gl&ndulas submandibulares de camundongos ma-
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chos, todas elas com atividade letal. 

AGOSTINHO (1987) procurando determinar a 

OL 50 da Sialotoxina I (SI), em camundongos machos e fêmeas, de 

monstrou que. ~sta toxina promove, efetivamente, a morte dos 

mesmos, sendo as f~meas muito mais senslveis que os machos. Foi 

determinada, também ,a DL 50 da SI, em -camundongos machos, previ ame~ 

te tratado~ com estradiol;e f~meas,tratadas com testosterona, 

bem como machos orquidectom·izados e fêmeas ovariectomindas. Ob 

servou-se que a testosterona protege, parcialmente, as fêrileas 

diminuindo a sua sensibilidade, indicando uma DL 5 ~ significan­

tement~ maior que nas f~meas normais, oferecendo desse modo, o 

suporte de·que a SI seja, provavelmente, tambêm, andr6geno-de­

pendente. 
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2.3. Importãncia Bio15gica das Gl~ndulas Salivares e Sua ln 
-----~----- .. -~-----------···--. ---·----------------------

teração com o Metabolismo de Carboidratos 

A interação das gl~ndulns salivares, notad~ 

mente as gl~ndulas par5tidas, com o metabolismo de carboidra-

tos, particularmente ligado ã regulação da glicemia, tem sido 

proposta por diversos pesquisadores. 

FERRANINI (1911) foi o pr1me1ro a sugerir. 

ao relatar um caso de 1'Diabetes Salivar•',no qual faz refer·&n 

cia a um fluxo excessivo de saliva contendo dextrose, como 

tamb~m a altern~ncia -dessa glicossialorr~ia com a glicosGria 

mostrando uma posslvel relação entre glindulas salivares e 

pancreas. 

FARRON! (1911) observou que o extrato de 

glândulas saltvares de bovinos exercia efeitos hipoglicemiantes 

em coelhos. 

Esses resultados~ todavia, nao foram confir 

ll!ados por GOLJANITZKI (1924), quando descreveu que a remoçao 

de glândulas par5tidas e submandibulares de coelhos induzia -a 

formação de edema. glicosGria e morte. Esse autor verificou tam 

bêm, que a ligação dos duetos dessas glândulas prevenia a gli-

cosGria em presença da epinefrina e não trazia resultados ben6 

ficas a pacientes diabéticos. 

Entretanto, UTIMURA (1927), SEELIG (1928) e 

De TAKATS (1930) descreveram uma s5rie de casos onde os sinto 
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mas clTnicos do diabetes melhoraram apos a ligação dos duetos 

das gl5ndulas par5tidas. 

Esses dados estão de acordo com aqueles en-

contrados por MANSFELD & SZ!RTES (1928), ao verificarem 

com a ligação dos duetos das par5tidas de cã0s, o nfvel 

que, 

sanguf 

neo da glicose diminuiu; e que, apos posterior extirpação des­

tas glãndulas, a glicemia voltou aos seus valores normais, su­

gerindo uma ação hipoglicemiante das gl~ndulas par5tidas. 

AUNAP (1931) relatou a correção da hipergli 

cemia aos va'lores normais, de cães pancreatectomizados. apos 

a parotidectomi-a. 

FLAUM (1932) notou que, de vinte e sete pa-

cientes com h1pertrofia da par~tida, vinte e um eram diab~ti-

cos e seis tinham predisposição a diabetes. 

ZIMMERMAN (1932) sugeriu, apos a determina­

çao da curv~ de tolerância~ glicose, em caes, antes e apos 

a ligadura ~os duetos das par5tidas, que essas gl~ndulas exer­

ciam alguma influ~ncia, at~ então não conhecida sobre o contra 

le ~o metabolismo de carboidratos, e que a ligadura dos duetos 

resultou num aumento da tolerãncia ã glicose. 

Essas constatações, foram apoiadas por di­

versos autores, como HIKI et alii (1929, 1930, 1932 e 1934) e 

de OGATA (1934), que demonstraram existir uma possfvel relação 

entre a secreçao interna das gl~ndulas salivares e o metaboli~ 

mo de carboidratos. Esses autores, usando cães sialoadenectom! 

zados 1 observaram a aus6ncia de absorção da saliva, e tend~n­

cta acentuada~ hipoglicemia, com aumento ã tolerãncia a glico 



se. Opostamente, em hipersialodenismo, um excesso de saliva 

era encontrado, com alta taxa de glicose no sangue e a tolerãn 

c1a ~ glicose diminulda. 

Entretanto, ROSENFELD (1933) descreveu que 

a hipoglicemia, subsequente ã ligadura das par6tidas, em cAcs, 

seria, possivelmente, induzida mais pela absorção da amilase 

do que em decorr~ncia de uma secreção interna das glândulas sa 

1ivares, anâioga ã insulina. 

FERRETI (1936) e DOBREFF (1936) sugeriram 

que a hipertrofia das glãndulas par6tidas de diab~ticos, em 

alguns indivTduos) poderia ser um mecanismo compensador em 

função de defici~ncia pancreãtica, assumindo as par5tidas as 

funções do pâncreas na elaboração da insulina. 

BIRNKRANT (1941) e BIRNKRANT & SHAPIRO 

(1942) verificaram que a parotidectomia bilateral promovia hi-

poglicemia em ratos. Todavia 5 a ligadura dos duetos das glând~ 

las par6tidas ~nduzia um aumento na taxa glic~mica. Posterior­

~ente, avaliando a influ~ncia do extrato de par6tidas na glic~ 

mia e nas estruturas do o~ncreas do mesmo animal, observaram 

que a administração prolongada desse extrato, produzia, inva­

riavelmente, uma degereração das Ilhotas de Langerhans e a 

uma significante hiperglicemia. Esses autores sugeriram que as 

gl~ndulas parõtidas devem elaborar uma subst~ncia que deve a­

tuar antagonicamente~ ação da insulina. 

Por outro lado~ os dados obtidos por GAULT 

(1954) demonstraram que a extirpação das gl~ndulas parõtidas em 

ratos e camundongos nao provocava alteraç6es significativas 



no nivel glic&mico, sugerindo nao haver interrelaç&es entre es 

sas glãndulas e o metabolismo de carboidratos. 

PARHOM, BABES & PETREA (1957) afirmaram que 

a administrarão do extrato o, arotidian .. o, em -·elh <v ~.U" OS, provocou 

uma prolongada hiperglicemia. Utilizando o mesmo tipo de 0x-

ttato1 esses autores verificaram um aumento e::;t~v€1 no nlvel 

glic~mico em pacientes com hiperinsulinismo, sugerindo que o 

extrato das glindulas par6tidas poderia possuir un1a açâo anti-

Analisando uma possTvel relação entre as 

glândulas salivares e a tolerincia i gllcose, GODLOWSKY & CA­

LANDRA (1960) verificaram que a remoção bilateral das nlindu-

las submandibulares e sublinguais de cães oroduzia um signifi-

cativo aumento da sensibilidade ã insulina, uma diminuição da 

toler~ncia ~ glicose, com aumento de sua utilização. Resulta-

dos similares foram obtidos ap5s a ligadura bilateral dos duc-

tos excretora~· dessas glãndulas em outro grupo de animais, nos 

quais ocorreu a atrofia das glândulas submandibulares e sublin 

guais. Esses autores concluTram que essas glândulas produzem 

um fator. que se removido~ potencializa a ação da insulina, e 

que foi denominado Inibidor Submandibular da Insulina. 

FLEMING (1962) observotl que a administraç~o 

intramuscular de Parotin em camundongos normais promoveu alte­

rações tanto no pancreas ex6crino, quanto no end6crino. Tai5 

modificações foram mais evidentes nas Ilhotas de langerhans, 

que se mostraram ltiperplãsicas e hipertr5ficas. Quanto no nl-

vel glic~mico, notou uma acentuada diminuiçâo. 

Avaliando o papel das glândulas submandibu-
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lares na homeostase da insulina, GODLOWSKY (1968) e GODLOWSKY, 

GAZDA & WITHERS (1971) verificaram que a remoção dessas 2lând~ 

las provocava um aumento da ação insulfnica, tendo, portanto , 

um efeito hip·oglicemiante. Extratos dessas glându1as dialisa­

dos. frac~onados eletrofor~ticamente e injetados endovenosamen 

te, causavam inibição da ação insulTnica. Por~m. a administra­

çao desse extrato em indiv{duos portadores de diabetes mos­

trou, em pelo menos tr~s casos, a completa remissão das mani­

festações clinicas do diabetes e o retorno da toler~ncia â gli 

cose, dentro dos padrões normais, o que vem confirmar a exis­

tªncia de um fator com ação anãloga ~da insulina, produzido 

pelas glândulas submandibulares. 

DAV!DSON, LEJBEL & BERRIS (1969) confirma­

ram que a hipertrofia e a hiperplasia das glãndulas parcitictas 

precede, em inGmeros casos. o diabetes, como um mecan·1smo 

compensador da hiperglicemia, preconizando tamb~m que o te~te 

de tolerância j glicose deveria ser feito rotineiramente em 

todos os pacientes com aumento assintom~tico dessas glândulas. 

Pesquisando o efeito da extirpação bilate­

ral das gl~ndulas submandibulares em cães e sua eventual rela 

cão com as respostas glic~micas associadas âs atividades da 

insulina, STEJNBERG & GW!NUP (1972) sugeriram que as alterações 

decorrentes nas gl~ndulas salivares poderiamser uma forma de 

diagnosticar diferentes tipos de diabetes, concluindo, entre­

tanto, que o papel dessas glãndulas na patog~nese e magnitude 

do diabetes melito, ~obscuro. 

HOSHINO et alii (1976)~ procurando anal·isar 

os efeitos da ligação bilateral dos duetos salivares das par6-
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tidas e submandibulares sobre a glicemia, em camundongos diab~ 

ticos experimentais, veriftcaram que o efeito hipoglic~mico foi 

mais acentuado e significante quando os duetos foram simultane 

amente ligados. Sugeriram, ainda~ que as g1~ndulas subn!andibu-

1ares ~roduziam um fator antagonista da insulina, cuja açao 

era potencializada oor uma substãncia oroduzida pelas glându­

las par6tidas, salientando que estas Gltimas, oor si s6 nao 

teriam efeito direto sobre a ação da insulina. 

A secreçao do glucagon salivar, como resul­

tado de uma resposta hormonal desencadeada pela ingestão de 

alimentos, foi sugerida por DUMBAR, SlLVER~AN & KJRMAN (1977). 

S~ITH et al1i (1979), atrav~s das t~cnicas 

de radioimunoensaio e imunocitoqu1mica, isolaram o glucagon 

d~s- gl~ndulas submandibulares, sugerindo uma importante partl 

cipação no metabolismo de carboidratos. 

KAKIZAKI et alii (1978) demonstraram, expe-

rimentalmente,-'que ap6s uma pancreatite induzida, em ratos, 

as glându'las parõtidas apresentavam uma atrofia degenerativa e 

hipofunção, diminuindo o volume, o conteGdo enzimãtico e a con 

centração de bicarbonato na saliva da oar5tida. ·rais altera-

ccies foram verificada~ tamb~m em pacientes com oancreatite, os 

quais apresentavam tamb~m uma redução da atividade da par6tida. 

Conclulram que o p~ncreas pode liberar uma substãncia que afe­

ta a par6t1da por transmissão humoral, que deve ocorrer quando 

ocorre lesão pancreãtica. 

GUIMARAES ot alii (1979), propondo-se a es­

tudar os. efeitos da parotidectomia sobre o nfvel glic~mico e o 
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teor de glicog~nio hep5tico em ratos, notaram que a aus~ncia 

destas gl~ndulas promove um significativo aumento da glicemia, 

com consequente diminuição do teor do glicog~nio hep~tico. 

Posteriormente, GUIMARAES et alii (1980) de 

monstraram que a administração intraperitoneal de trma ~nica do 

se de Parotin (0,30 mg por lOOg de peso) em ratos diab~ticos 

trouxe o nivel glic~mico pr6ximo â normalidade, enquanto a 

concentração de glicogênio hep~tico tornou-se aumentada. 

A açao diabetogênica em ratos, provocando 

uma redução de DNA. RNA e protefnas totais. foi analisada por 

ANDERSON (1983), ao estudar o crescimento das gl~ndulas nar6ti 

das em ratos diab6ticos. Foi observado tambem um retardo no de 

senyolvimento dessas glãndulas, mas que todas essas alterações 

foram revertidas pelo tratamento com a insulina. 

Assim, uma efetiva participação das glãndu-

las salivares no metabolismo de carboidratos foi demonstrada 
-

por TEIXEIRA, GUIMARftES I CURY (1985), ao estudarem os efeitos 

do Parotin sobre a hiperglicemia de ratos diab~ticos. Demons-

traram que esse orincfoio ativo diminuia a hiperglicemia e que 

a duração do seu efeito foi diretamente pro~orcional â sua con 

centração. 

Recentemente, JOSE (1987), analisando os 

efeitos das diferentes frações do Parotin, ''In Vivo'', sobre 

a hiperglicemia de ratos diab~ticos experimentais, verificou 

oue as frações do Parotin apresentam, efetivamente, açao em 

diminuir a hiperglicemia de animais diab§ticos aloxãnicos. 
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2.4. Consumo de Oxig&nio e Incorooração de Glicose 
---------.----~--------L~·-------·-------

InUn1eros estudos têm sido realizados sobre a 

atividade respirat6ria e incorporação de glicose pelo mGsculo 

diafr~gma de ratos em presença de diferentes subst&ncias, tanto 

''In Vitro'• quanto "In Vivo''. 

Desse modo GEMM!Ll (1940), analisando "In Vi 

tro' 1 o efeito da insulina na deposição de glicog6nio, verificou 

apos tr~s horas de agitação. num meio de reação contendo solu-

çao de Ringer tampão fosfato e insulina, um aumento 

vel na deposição do glicog~nio. 

considerá 

Em seguida, GEr·IMILL & HAr·I~AN (1941) confirma 

ram que a insulina aumenta a deposição de glicogênio e sugeri­

ram que esta atividade não está associada com o aumento do con 

sumo de oxig~nio. Concluiram, ainda, que a utilização de glico-

se e deposição de glicogênio dependem da concentração da glico-

se no meio e que a galactose, levulose, xilose) maltose, lacta-

to e citrato nao atuam como substitutos da mesma. 

GEMMILL (1941), estudando os efeitos da gli-

cose e da insulina no metabolismo do diafragma de rato, con-

cluiu que o mijsculo, quando não suprido de glicose no meio, uti 

-liza outro substrato. A glicose, quando presente, e oxidada e o 

carboidrato formado i depositado no mfisculo e que a insulina e 

g1icose adicionais presentes~ aumentam~ consideravelmente,a depo-

sição de carbo1drato. 

Ainda em 1941, HECTER, LEVINE I SOSKIN de-



monstraram, ''In Vitro'1
, que a sTntese de glicog~nio pelo dia-

fragma de ratos, era aumentada quando se elevava a concentra-

ção de g·licose no meio de 0,1 para 0,4%, e que a presença da 

insulina era mais eficaz no meio de glicose a 0,1% que no de 

0,4%, sugerindo a dispensibilidade da mesma nos meios contendo 

alta concentração de g1icose. 

LEVINE et a1ii (1950) observaram que a taxa 

limitante para a captação de glicose ~ a transfer~ncia da mes-

ma atrav~s da membrana celular, sendo insulina-dependente. Su-

geriram ainda, que a ação da insulina na incorporação de glic~ 

se e a de acelerar a etapa concernente com a sua transfer6ncia 

para o interior do tecido, e que esta etapa antecede, e ~ dis­

tinta da fosforilação da glicose, pela hexoquinase. Essas ob-

servações foram confirmadas por PARK, BORNSTEIN & POST (1955). 

LEVJNE & GOLDSTE!N (1955) e PARK & JOHNSON (1955). 

STADIE, HAUGAARD & MARSH (1951 ), oesquisan-

do os fatores que influenciam a combinação da insulina com o 

diafragma de ratos normais~ demonstraram que o tempo de 12 se­

gundos de exposição foi suficiente para a insulina, em difer·en 

tes concentrações (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 .o U/ml), exercer o 

seu efeito, mesmo em çoncentra~ôes relativamente baixas de gli 

cose (0,1 a 0)4%). Verificaram, tamb~m~ que a quantidade de 

insulina parece ser um fator limitante, pois o aumento de gli­

cose de 0,4 para 1,0% n~o resultou em 1ualquer aun1ento adiei o-

nal no efeito da insulina. 

HAUGAARD & MARSH (1952), comoarando o efei-

to da insulina no tecido adiposo e no diafragnJa de ratos, atr~ 

v~s do m~todo manom~trico, notaram que o consumo de oxig~nio, 



na presença de glicose, aumentou com a adição de insulina no 

me1o e que a mesma combina quimicamente com o tecido adiposo 

de maneira similar 3quela encontrada no diafragma de rato. 

CRANE & SOLS (1953) observaram que a hexo­

quinase ~inibida pela glicose-6-fosfato e que a anõxia pode 

acelerar a fosforilação da glicose pela queda da concentração 

intracelular da glicose-6-fosfato e com isso aumentar a ativi-

dade da hexoquinase. 

STADIE (1954) sugeriu que a insulina não i-

nibe a .fosforilação oxidativa e que o seu mecanismo para acele 

rara captacão de glicose, provavelmente, difere do executado 

pela anoxia e das substâncias que inibem a fosforilação oxida-

ti v a. 

A possibilidade de coexistência de sistemas 

glicolTticos, insulina-dependente e insulina-independente, no 

diafragma de ratos, foi observada por SHAW & STAOJE (1957 ). De 

monstraram que existe um efeito constante, significativo, da 

'insulina na formação de glicogênio a partir ~a glicose n:a s 

nâo na formação de ~cido 15ctico, ocorrendo então diferentes 

vias glicolTticas. Uma via~ interna (glicose-glicog~nio), ill­

su1il!o-dependente e uma externa (glicose-lactato)~ insulino-ln 

deoendente. ConcluTram, tamb6m, que o mecanismo de transporte 

de glicose no diafragma de ratos est~ envolvido somente com o 

sistema insulina-dependente. 

RANDLE & SMJTH (1957 e 1958 ), estudando a 

regulação da captação de glicose pelo m~sculo, verificaram que 

a captação da glicose pelo diafragma de rato, incubado no meio 
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tampão bicarbonato,~ aumentada pela an5xia, por substâncias 

que inibem a fosforilação oxidativa. bem como pela insulina. 

Posteriormente, RANDLE & SMITH (1958 ), ain 

da analisando os efeitos da insulina, anoxia e substâncias ca­

pazes de inibir a fosforilaçâo oxidativa, na captaç~o da glic~ 

se, pelo diafragma de ratos, observaram que a entrada de glic~ 

se ~.normalmente,uma etapa taxa-limitante e que a insulina. a­

noxia e substâncias venenosas, tais como o 2-4-dinitrofenol o. o sa 

licilato, atuam estimulando a entrada de glicose. possivelmen­

te, pela inibição do processo que restringe a penetração da 

glicose. Sugerem que todos esses fatores, com exceç~o da insu­

lina~ tenham a propriedade de inibir a fosforilação oxidatíva. 

HERMAN & RAMEY (1960) estudaram 'In Vitro', 

a c~ptação de glicose pelo diafragma de ratos. sob vãrias con-

dições experimentais. ConcluTram que a aus~ncia da inibição 

da captação de glicose pela epinefrina no meio bicarbonato e 

no meio fosfato com alta concentração de Mg++ ~ devido ao fun­

cionamento normal do sistema enzimãtico fosfofrutoquinase nes­

ses dois meios, ocorrendo uma rãpida remoção da glicose-6-fos­

fnto. A acumulação de glicose-6-fosfato pode inibir a hexoqui­

nase, como e o caso no meio fosfato. 

NEWSHOLME & RANDLE (1961) sugeriram que a 

regulação da fosforilação da glicose ~ indireta e que depende 

da concentração intracelular de glicose-6-fosfato} isto e, a 

atividade de hexoquinase ~regulada pela concentração da glic~ 

se-6-fosfato, um conhecido inibidor da hexoquinase. A anoxla 

diminuiu a concentração da glicose-6-fosfato e, por meio disso, 

aumentou a ativida~e do hexoquinase. 



lnGmeras pesquisas com diafragma isolado de 

rato e tecido adiposo do epidTdimo t~m demonstrado que essc-:s 

dois tecidos são sensTveis as pequenas concentrações de insuli 

na no meio de incubação. 

Geralmente, menores concentrações de insul i 

na parecem ser requeridas para efeitos mais consistentes no te 

cido adiposo do epídldimo do que em diafragma de ratos. mostr-an 

do que o tecido adiposo ~mais sensfvel ~ insulina do que o te 

cido muscular (RAFAELSEN, 1964 e RAFAELSEN, VILelA & RENOLD, í965). 

lBOUE-BONIS & CLAUSER (1977) analisaram o 

efeito combinado da insulina e do florizin no transporte e ~~e-

tabolismo de carboidrato. Verificaram que o florizin inibe o 

transporte de glicose, tanto na presença quanto na aus~ncia de 

insulina, confirmando os estudos sobre o efeito do florizin co 

mo um possTvel inibidor do transporte de açucar, 

reações de fosforilaç~o sob certas condições. 

Pesquisas mais recentes tEm procurado elucl 

dar os mecanismos reais pelos quais ocorre a ação da insulina no 

metabolismo de carboidratos. 

Assim, CZECH {1977), verificando o mecanis-

mo de açao da insulina na incorporação de glicose. demonstrou 

que o passo in·icial ê __ a ligaçào da insulina ao receptor especl 

fico, presente na membrana plasmâtica. As reaç6es subsequentes 

na transmissão do sinal, desencadeado pela ligaç~o da insulina 

ao receptor ao sistema efetor, localizado na membrana olasm5ti , ~--

·- -ca, ou intracelularmente, nao sao bem conhecidas. 

HARING et ali i (1978) assinalaram que a velo 
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cidade no processo de acoplamento entre a insulina e o recep­

tor parece ser temperatura-dependente. 

A cin~tica da ação da insulina no transpor­

te de glicose e no sistema AMPc~ exibe uma fase inicial de la­

t~ncia, de 40 a 50 segundos, o que corresponde ao tempo neccs­

sârio para a ligaçâo com D receptor e a resposta final do sis­

tema de transporte de glicose e o sistema AMPc (CIARALDI & 

OLEFSKY, 1979). 

SEALS, MAc OONf1LD & JARfU?.T (1979) sugeriY'am 

que a assoti$ção da insulina com o seu receptor especffico po­

deria ativar um segundo mensageiro (ainda não identificado), e 

desse modo, iniciar o recrutamento de vesiculas intracelulares. 

HARHJG, KH1i~LER & HEPP {1979) verificaram que 

c~lulas adiposas pr~-tratadas com substâncias antimicrotubula­

res t~m a velocidade de "ligação da insulina ao receptor reduz! 

da, sem, contudo, afetar a resposta final da insulina no trans 

porte da glicose. Sugeriram que o sistema microtubular estaria 

envolvido nesse processo de acoplamente, e que a fosforilação 

de microtGbulos poderia ser uma etapa na transmiss~o do sinal, 

após a ligação da insulina ao receptor. 

CUSHMAN & WARDZALA (1980) observaram que a 

insulina estimula o transporte de glicose em c5lulas adiposas, 

induzindo uma translocação dos sistemas de transporte de glic~ 

se, do seu ''pool'' intracelular para a membrana plasmâtica. 

KARN!Ell et a1ii (1981) confirmaram a exis­

t~ncia de translocacão dos sistemas de transporte de glicose , 

e demonstraram ser o processo de translocação inteiramente re-
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vers~vel e diretamente regulado pela concentração de insulina 

no meio. 

HARING, BlERMAN & KEMMLER (1981) sugeriram 

que a insulina, ao ocupar o receptor~ produz um sinal que de­

sencadeia a fosforilação do sistema microtubular, o qual leva­

ria â translocação de veslculas contendo carreador e ã ligação 

desses com a membrana plasm~tica. 

1AARDZALA & JEANRENAUD (1981) verificaram que 

a insulina estimula o transporte de glicose no diafragma de ra 

tos, atrav~s da translocaçâo dos transportadores de glicose do 

''pool'• intracelular para a membrana-plasm~tica, e que esses re 

sultados são simi1qres aos observados nas células adiposas. 

KONO et alii (1982) analisaram que um dos 

efeitos primãrios ~a 1nsulina no diafragma de ratos ê causar 

um aumento do numero de transportadores de glicose na membrana 

plasmática. 

WANG (1985), atrav~s de experimentos ''In V! 

tro", com diafragma de ratos, demonstrou também que a insulina 

estimula a captação de glicose pela translocação de um ''o0ol'' 

intracelular ã membrana plasmStica, sugerindo que existem pelo 

menos quatro componentes requeridos para a estimulaç~o do 

transporte de glicose pel~ insulina: o receptor de insulina; um 

conjunto de transportadores ~ntracelulares de glicose; o meca 

nismo que efetua a tr~nslocação dos transportadores para a 

membrana plasm~tica :z o sinal do receptor par·a a tt'anslocaçi.io. 

Sugere que a estimulação da insulina, no transporte de glicose 

no diafragma de ratos 1 não ~uma simples função da conce.ntra 
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çâo de receptores insulinicos e/ou dos transportadores intrac~ 

lulares de glicose, mas que ela ~dependente de algum outro fa 

tor que ativa. ou e parte do mecanismo de translocação. 

ARRUDA VEIGA (1987) Investigou, 'In Vltro', 

os efeitos das frações I, II, III e IV do Parotin, no tecido 

adiposo do epidídimo de ratos sobre a incorporação de glicose e 

consumo de oxig~nio. Os dados obtidos demonstraram que as di­

ferentes frações do Parotin aumentaram a incorporação de glic~ 

se e o consumo de oxig~nio pelo epidrdimo de ratos normais e 

diab~ticos. e que essas frações do Parotin, como tambêm a insu 

lina, foram mais efetivas nos animais diab~ticos do que nos 

normais, nos ~ois modelos experimentais. Fssas observações vie 

r•m confirmar os dados obtidos por TEIXEIRA (1979), quando rea 

lizou estudos semelhantes com o Parotin bruto. 
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C a p Z ~ u l o 111 

M A T E R l A L E ~1tTODOS ---------
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Tampio Krebs-Ringer fosfato (TKRF), sem substrato e sem droga 

no melo de reação. 

Sub g r u p o A 2 : ~g~~ r o l e - 5:~~R e nO____:!:_§~~-!-~-~ s e -

Cs 6 animais deste subgrupo sofreram o mesmo procedimento do 

grupo anterior, acrescido da presença de glicose no melo de 1n 

cubação. 

GRUPO B: Síalotoxína I - Constítu1do de 30 

ratos e redistribu1ctos em 5 subgrupos de 6 animais cada, res-

B "-d. e u. o. 

Subgrupo B1 : IndÕgeno + Si~J.ot~xi!i_~ Os 

animais pertencentes a este subgrupo foram submetidos ao mesmo 

procedimento experimental do subgrupo A1 , tendo~ entretanto, a 

presença da S1alotoxina I no meio de reação, numa concentra-

ção de 0,02 mg/ml. 

S u b q r u ~o B 2 : !"I:. d Õ_g~-~J-~ c o __:;~_:!:._~_i.9..L?J--.?_x i 

na I - Os 6 animais deste subgrupo tiveram o mesmo orocedimen-

to experimental dos demais, mas com as presenças no meio de 

reação, da glicose e da Sialotoxina r, na concentração de 

O ,002 mg/rnl. 

na I - Os 6 ratos pertencentes a este subgrupo, ~ semelhança 

dos anterioress sofreram o mesmo procedimento, contendo no 

meio de reação glicose e Sialotoxina I, na concentração de 
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3. MATERIAL E METODOS 

Foram utilizados 102 ratos machos (Rattus nor 
------ ----

entre 150 e 200 gramas. Os animais foram alimentados com "15g 

de ração*/dia/rato. considerado suficiente para a sua manuten­

çio (HOSHINO et al 1976) e igua 'ad libitum'. 

O presente trabalho foi desenvolvido e1n 2 

modelos experimentais (estudo ''In Vitro'•): 

a) Determinação do Consumo de Oxig~nio; 

b)··Oeterminação da Incorporação da Glicose. 

3,1. _DeterrJ!.inação do Consumo de Oxig_~_ni .. ~ 

3.1.1.·· Distribuição dos animai~~s_Grup_os ~xpcri~l~_n_!~ls_ 

(Tabela I) 

Neste modelo experimental foram utilizados 60 

ratos, distribuTdos casualmente em 3 grupos: A, B e C (Tabela 

!): 

GRUPO A- Controle - Constituldo de 12 ratos 

e redistribuldos em 2 subgrupos. respectivamente, A1 e A2 . 

Subgrupo A1 : _co.~~r'ol~.~-_i:ndÔJ!~ - Dos 6 ra­

tos pertencentes a este subgrupo, foram retirados o mGsculo dia 

fragma e colocados no meio de incubação, contendo solução de 

;--R'ãÇàOceres S/A p·iracicaba 
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0,01 mg/ml. 

Sub g r u p o B 4 : E n d õ 9-~~~-:.__.§JJ..~ s e + ~2~.!~9 __ !_t2~~~~ 

na I - Tamb~m composto de 6 ratos, submetidos ao mesmo procedi 

mento dos anteriores, contendo no meio de reação glicose e Sia 

lotoxina I, na concentração de 0,02 mg/ml. 

Subgrupo B5 : .Sndõ~eno __:!_:__Gl i cose + S~~}"9_!.~ .. ~.1-

na I - Com 6 ratos, como os grupos anteriores, os animais fo-

ram utilizactos para determinação do consumo de oxig~nio na pr~ 

sença de endõgeno, glicose e Sialotoxina I. numa concentração 

de 0,03 mg/m\ no meio de reação. 

GRUPO C: }nsulin~ - ConstituTdo por 18 ra-

tos, redistribuldos em 3 subgrupos: c1 , c2 e c3 , com 6 r· atos 

cada, dos quais retirou-se o mGsculo diafragma e, caracteriza 

do pela presen"'ça de insul·Jna, nos ensaios biolôgicos. 

Subgrupo C1 : l_ndÕ_ge_!:!_Q _ _:f- ln~l_J_!]_~_- Os d·ia~­

fragmas dos animais deste grupo foram utilizados sem a presen­

ça do substrato no meio de reac~o (end6geno), por~m em presen­

ça Je insulina. numa c·oncentraçà'o de 0,3 U/ml, no meio de reação. 

Subgrupo c 2: .Endõgeno + Gl i~ose + Insu.l_1~~-~-­

Composto tamb~m por 6 ratos, os quais sofreram o mesmo proced! 

menta experimental dos 9rupos anteriores~ adicionand8 no me1o 

de reação a glicose (1 mg/ml). 

Subgrupo c 3: ~nd5geno + Glicose + Insulina 
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+ 5_.ia,l.e.!.9..0J..~_l- Constituldo também de 6 ratos, sofrendo o 

mesmo procedimento experimental do subgrupo B4 , para avaliaç~o 

do consumo de oxig~nio, contendo no meio de reacao, glicose, 

insulina ~as concentrações anteriores e Sialotoxina I, nu:na con 

centraçio de 0,02mg/ml. 

TABELA l:- Distribuição dos animais 

G.r;;upos SUBGRUPOS N9 DE RATO T R A T A ~~ E N T o ' 

Al 6 Endõgeno 

A 

Az 6 Endõgeno + Glicose 

81 6 Endõgeno+Slalotoxina I (O ,02 mg/ml) 

Bz 6 EndÕgeno+Glicose+Sialotoxina !(0,002mg/ml) 
B 83 6 EndÕgeno+Glicose+Sialotoxina I(O,Olmg/ml) 

B4 6 Endõgeno+Glicose+Sialotoxina !(0,02mg/ml) 

Bs 6 Endôgeno+Glicose+Sialotoxina !(0,03mg/ml) 

r cl 6 Endõgeno + Insulina c 

c2 6 EndÕgeno + Gl·icose + Insulina 

c3 6 Endõgeno + Glicose 
na I (0,02 mg/ml) 

+Insulina + Sialotoxi-

Grupos e sub.grupos de animais utilizados oara ver~fi 

caçao do consumo de oxig~nio pelo diafragma de ratos. 

Os animais pertencentes aos grupos A~ B,e C, 

ap6s jejum de 36 horas, foram sacrificados por decapitação. A 

seguir o mGsculo diafragma foi rapidamente removido (RANDLE & 

SMITH, 1958} e mantido em tampão Krebs-Ringer, numa temperatura 
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de 4°C (W!NEGRAD & RENOLD, 1958). A segu•r os tecidos foram pe 

sados e cortados em pedaços não superiores a 3,0 mm 3 , e incuba­

dos em frascos de Warburg, a fim de se determinar o consumo de 

oxig~nio, ''In Vitro''. 

As determinações do consumo de oxig~nio, pe­

-lo sistema manom~trico, foram executadas segundo a t~cnica con 

vencional de WARBURG (1972). 

Através cjeste mêtodo clBsslco anal i sou-se 

a capacidade oxidativa do diafragma na presença de diferentes 

ensaios bio1Õgicos. 

Os conjuntas frascos-man6metros foram coloca 

dos no aparelho de Warburg para agitação, numa temperatura de 

37°C. As leituras, no'S manOmetros, foram r'ealizadas, com inter­

valos de 15 minutos, durante um periodo de 90 minutos. 

Os valores obtidos, indicando o consumo de 

oxigênio~ serao expressos em microlitros por· grama de 

por hora lul/g/tecido/h). 

tecido 

O sistema experimental para determinação do 

consumo de oxig~nio do mUsculo diafragma dos animais de 

os grupos constou de: 

f~nQ_'I_- Endõgeno (6 ratos) 

Meio de reaçfio 

Fragmentos de tecido 

2,30 ml 

0,50 ml 

todos 
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KOH 20% O ,20 ml 

3,65 ml 

Frasco n9 2 --·- - End5geno+Glicose ( 6 r'atOSJ 

Meio de reaçao 2 '30 ml 

Fragmentos de tec·ido 0,50 rnl 

Gllcose o '1 o ml 

KOH 20% o '2 o ml 

H20 q. s. p. 3 '65 m·l 

Frasco n9 3 - Endõgeno + Sialotoxina I (0,02mgím1) 
(6 ratos) 

Meio de Y'eaçao 

Fra·gmentos de 

Sialotoxina I 

KOH 20% 

H20 q. s. p. 

Frasco n9 4 -

~1e i o de reaçao 

Fragmentos de 

Glicose 

Sialotoxina I 

KOH 20% 

H2D q.s.p. 

Frasco n..9~J?. -

2 '3 o rnl 

tecido o ' 5o ml 

o' 57 ml 

0,20 ml 

3,65 ml 

EndÔJeno + Glicose +- Sialotoxina I 
(0,002mg/ml) (6 ratos) 

2 '30 ml 

tecido o ' 5o ml 

o '1 o ml 

0,06 ml 

o '2 o ml 

3,65 rnl 

EndOgeno + Glicose + Sialotoxina I 
(O,Olmg/ml) (6 ratos) 

Meio de reação 2,30 ml 
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Frqgmentos de tecido 0,50 ml 

Glicose o , lo ml 

Sialotoxina. I o, 4 6 rnl 

KOH 20% 0,20 ml 

H
2

0 q. s. p. 3 '65 ml 

Frasco n9 6 End6geno + Glicose + Sialotoxina I 
-----·---~----

(0,02mg/mll (6 ratos) 

Meio de reação 2 ' 3 o ml 

Fragmentos de tecido 0,50 ml 

Glicose o , l o m1 

Sialotoxina I 0,90 m1 

KOH 20% 0,20 ml 

H O 2 q. s. p. 4,30 ml 

Frasco n9 7 EndÕgeno + Glicose + Sialotoxina l ----·-·· (0,03mg/m1) (6 tatos) 

Meio de reação 2,30 ml 

Fragmentos de tecido o , 5o ml 

Glicose o , 1 o ml 

Sialotoxina I o , 7 o ml 

KOH 20% o, 20 mi 

V o fume F i na l 3,80 ml 

Frasco n9 8 - EndÕgeno + Insulina (6 ratos) ·-----
r~ e i o de teação 2,30 m·l 

Fragmentos de tecido Ü,)(J ml 

Insulina o , 1 o ml 

KOH 2 o~; 0,20 ml 

H20 q. s. p. 3,65 ml 
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Frasco n9 9 - Endôgeno + Glicose +Insulina - (6 ratos) 

Meio de reaçao 2,30 ml 

Fragmentos de tecido o 50 
' ml 

Glicose o • l o ml 

Insulina o , l o ml 

KOH 20% o '2 o rnl 

H20 q. s. p. 3 , 6 5 ml 

Frasco no l o - Endõgeno + Glicose +Insulina + 
Sialotoxlna 1(0,02mg/ml) (6 ratos) 

Meio de reaçao 2,30 ml ( a) 

Fragmentos de tecido 0,50 ml ( b ) 

Gl i cose o ' l o ml ( c) 

Insulina o , lo ml ( d ) 

Sialotoxina I 0,57 ml ( e ) 

KOH 20% 0,20 ml ( f) 

11 20 q. s. p. 3,80 ml 

a) O meio de reação utilizado foi o Tampão 

Krebs -Rlnger Fosfato rH= 7,4; 

b) Diafragma, pesando em m~d1a 310 mg, cor­

'respondendo a um volume de 0,50 ml; 

c) Glicose dissolvida em solução fisiolõgi-

ca numa concentração de 1 ,O mg/ml no 

meio de reaçao; 

d) Insulina NPH-U40 (Biobrãs), dissolvida 

em solução fisiolÕgica. numa concentra-

cão de O ,3 U/ml; 
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e) Sialotoxina I preparach:~s em diferentes con 

centrações, a partir de uma concentração 

mfnima efetiva (0,002 mg/ml) e de concen 

trações cinco, dez e quinze vezes maio-

res ou seja, 0,01, 0,02 e 0,03 mg/m1. 

f) Foram adicionados, em todos os frascos, 0,2 ml 

de KOH (20;;) no poço central do frasco. 

3.2. Determinação da Incorporacio de Glicose 

Distribuição dos animais nos grupos experím~t1tais~ 

Nesta fase experimental foram utilizados 42 

ratos, distribu1dos em dois grupos: De E (Tabela II). 

GRUPO D : Sialotoxina I Constituido por 

30 ratos, redistribuTdos em 5 subgrupos de 6 animais cada, res 

pectivamente) o1 , o2 , 03 • o4 e o5 , dos quais retirou-se o mus­

culo diafragma"". 

Subgrupo 0 1 : G"lic_::'~.~-- C diafragma dos ani­

f;lô.lS pertencentes a este subgrupo foi utilizado para determin~_ 

cão da incorporação de glicose, contendo no meio de reação glj 

cose. numa concentração de 1 ,O mg/ml. 

Subgrupo o2 : -~_licos~:__?jaloi:_oxin~l- Este 

subgrupo 1 tamb~rn constituido de 6 ratos, sofreu o mesmo proce­

dimento do grupo anterior, tendo no meio de reação Sialotoxina 

I, na concentração de 0,002 mg/ml. 
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s u b g r u p o D 3 : §.2_~-~~~~-.!~.~_i.!!_l_C!__~~~LQ_~ __ l_ _ o o 5 

ratos deste subgrupo foram utilizados o mGsculo diafragma pDra 

medir a incorporação de glicose) no lll(~io de reaçJo contendo gli 

cose e Sialotoxina I, na concentracao de 0,01 mg/ml. 

Subgrupo 04 : Glicose + Sialotoxin~_!.- Os a­

nimais deste subgrupo tiveram o mesmo tratamento dos grupos an­

teriores, tendo, por~m, agorano meio de incubação, a Sialotoxi-

na I, na concentração de 0,02 mg/ml. 

Subgrupo 05: Glicose + Sialotoxin~ __ I - Os 

animais desse subgrupo, submetidos ao mesmo tratamento experi-

mental. dos subgrupos anteriores) estando, a Sialotoxina I, na 

concentração de 0,03 mg/ml. 

GRUPO E: ~~-l!l_:!_na - Constituldo por 12 r'a-

tos, redlstribu·1'dos em 2 subgrupos: E1 e E2 , respectivamente, de 

6 ratos cada. Os m~sculos diafragmas dos animais deste grupo fo 

ram caracterizados pela presença da insulina, no meio de rea-

cão, numa concentração de 0,3 U/ml. 

Sub1Jrupo E1 : Gl i cose + 1 nsul i na - Composto 

de 6 animais, os quais foram utilizados para determinação da 

incorporação de glicose~ contendo no meio de reação glicose e 

insulina. 

Subgrupo E2 : .Gl i cose + Insu_l i necac._+.__S:c.ci"-a l_ot_~!~~-

na I - Os animais deste subgrupo tiveram o mesmo tratamento do 
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grupo anterior, contendo no meio de reaçao glicose. insulina e 

Sialotoxina L na concentração de 0,02 mg/ml. 

TABELA II: Distribuição dos animais 

GRUPOS SUBGRUPOS N9 DE RATOS TRIITA~1 E N T o 

01 6 Gl i cose 

02 6 Glicose + Sia.)otoxina I (0,002 mg/m1) 
D 03 6 Glicose + Sialotoxina I (o ,01 mg/m1) 

04 6 Glicose + Slalotoxina I (0,02 mg/ml) 

os 6 Glicose + Sialotoxina I (0,03 mg/ml) 

E1 6 Glicose +Insulina 
E 

Ez 6 Glicose+Insulina+Sialotoxina I (0,02 mg/ml) 

Grupos e Subgrupos de animais utilizados para verifi­

caçao da incorporação de glicose, pelo mijsculo diafragma. 
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TABELA III: Sistemas experimentais empregados para a deter­

minação da incorporação de glicose. 

FRASCOS 

1 2 3 4 5 6 f 

~lEI O 
DE 
JNCUBAÇAO 

* TKRF X X X X X X X 

Glicose X X X X X X X 

Sialotoxina I X 
(0,002 mg/ml) 

Sialotoxina l 
I X 

(0,01 mg/ml) 

Sialotoxina I X X 
(0,02 mg/mll . 

Sialotoxina I X 
(0,03 mg/ml) 

. 

Insulina X X 

Diafragma X X X X X X X 

* TKRF - Tampão Krebs-Ringer Fosfato 
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Os procedimentos ciriírgicos foram os n1esmos utiliza-

dos para o consumo de oxigênio e a constituição dos meios de reaçao dos sis-

temas experimentals podem ser observados na Tabela III, constando em todcs 

os experimentos a presença do Tampão Krebs-Ringer· rosfato. 

ApÕs 90 minutos de agitaçào, à temperatura de 37°C. 

os fragmentos tecidua·is foram retirados dos frascos de l·Jarburg. Baseando- se 

na diferença de concentração entre i:1 gl i cose introduz ida ( l mg/ml) e a g l ·i c~ 

- * se residual, calculou-se, pelo método da glicose enzimatica , a quantidaOe 

de glicose incorporada em micrograma por miligrama de tecido por hota (ug/ 

mg/tecido/hora). 

A incorporação de glicose, frente aos diferentes en­

saios biolÕgicos, foi determinada em espectrofotômetro (Spectronic 20-·Bé\USh 

& Lomb, 550nm), 

3.3. Tratamento Estatlstico 

Para as anãlises estatlsticas foram usados os esquemas 

de anãlise de vari2ncia de ensaios inteiramente casualizados, ou seja: 

C. VARIAÇAO G.L. 

Tratamentos N9 de tratamento - 1 

Rer,iduo Dlferença (GL total - GL tratamentos) 

TOTAL (N9 de trat. X N9 de Ref.) - 1 

Para as comparações das médias (duas a duas) foi usado 

o teste de Tuckey~ ao nTvel de 5% de probabilidade, determinando-se as dife-

renças mTnimas significativas atravês de !'::. "' q ---~ 

onde: A= Diferença mlnima1··ignificativa; 
q -=Valor da amplHude total estudada~ 
s .- Estimat1va do de:::.-vio oadrão residual; 
r = NQ de repetições 

* Glicemia Enzimâtica \4ierner Lab. 
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R E S U L T A D O S 
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4 R E SUL TAOOS 

4.1. Coni._~mo de Oxigênio (u1/g Qe tecido/hora) 

A anã1ise de variãncia dos dados obtidos so 

bre o consumo de oxigênio pelo diafragma dos ratos pertencen­

tes aos três grupos experimentais (Controle. Sialotoxina I e 

Insulina), revelou que existem, entre si, diferenças significa 

tivas ao n~vel de 1% de probabilidade. 

A rnesma anã1ise apresentou tamb~m o valor 

de F (1060,7) do coeficiente de variaçio (5,28) e o da dife-

rença minima significativa (22,4). 

As m~dias dos valores de consumo de oxigê­

nio em microlitro por grama de tecido e por hora, dos diferen-

tes sistemas experimentais empregados, podem ser observados 

na Tabela IV e Tabelas IX e X do ap~ndice. Nessas Tabelas são 

comparados, através do teste de Tuckey, as médias 2 a 2· • notou 

-se que ex,cetuando as médias dos subgrupos B 1 e B 3 , B I e c 3 , 

nas demais existem diferenças significativas ao nlvel de r;_ 'Y 
'-'"' de 

probabi1 idade. 

No grupo A (Controle) as anãlises mostraram 

que existem diferenças entre os subgrupos A1 

5,6) e Az (endõgeno + glicose 373,'r ~ 19,3), 

(endÕ~jeno 3 í 6 '6 
+ 

revelando que a 

presença da glicose no ensaio biolõgico, aumenta significativ! 

mente o consumo de oxig~nio por hora (Tabela IV, grãficos 1 e 

2 ) • 
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Qua-nto ao grupo B, observa-se que os valores 

m~dios por hora dos subgrupos B1 ~ endÕgeno com Sialotoxina r. 

na concentração de 0,02 mg/ml, foi de 113,4! 9,4 ul/g de teci­

do, enquanto no ensaio contendo endôgeno com glicose e Sialoto­

xina I, numa concentração de 0,002 mg/ml, subgrupo s2 , foi de 

208,6 ê 5,5 ul/g de tecido. 

Dessa forma, nota-se pelos valores apresent! 

dos que existem diferenças significativas entre os subgruoos B1 
e 82, ao nivel de 5% de probabilidade, como tamb~m entre os sub 

grupos s3 , 84 e 85 . 

Os subgrupos B3 , B4 e 85 , cujos sistemas ex­

perimentais eram constituidos de end6geno com glicose e SialotQ 

xina I, nas doses crescentes de 0,01, 0,02 e 0,03 mg/ml, revela 

ram um consumo de oxig~nio, respectivamente, de 104,0 ~ 6,4, 

62,2 ~ 8,1 e 37,5 + 3,1 microlltro/grarna de tecido (Tabela IV 

e grâficos e 2 ) • 

Al~m disso, verifica-se tamb~m, atrav~s da 

mesma anãlise, que o consumo de oxig~nio diminui, significativ! 

mente~ ao nlvel de 5% de probabilidade., a medida que se aumenta 

a concentração de Sialotoxina I. 

Por~ outro lado, nao se observam diferenças 

significativas entre os subgrupos B1 (end6geno + Sialotoxina f, 

0,02 mg/ml) e B
3 

(endogeno + glicose + Sialotoxina I, 0,01 mg/mll. 

Ainda na Tabela IV verif1Sam-se também os da-

dos indicativos do consumo de oxig~nio do grupo C (Insulina). 

O teste de Tuckey demonstrou que existem di­

ferenças significativas ao nlvel de 5% de probabilidades entre 
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os subgrupos cl' c2 e c3' cujos valores foram. respectivamente, 
+ + + de 409s4- 19,1; 460,9- 9,6 e 129,8- 4,8 microlitros por gra-

nta de tecido por hora (Grãficos 3 e 4). 

Dessa forma, nota-se que nos ensaios que .con 

tinham end6geno + glicose +insulina (subgrupo c2), o consumo 

de oxig~nio era mais efetivo que aquele constituldo de end5g~ 

no e insulina, revelando a importãncia da presença do substrato 

no meio de reação. 

Todavia, observa-se que o consumo de oxigê­

nio no ensaio que continha end6geno + glicose +insulina+ Sia-

lotoxtna I (0~02 Ulg/ml), subgrupo C3 foi, significativamente,me 

nor que nos dois ensaios que não continham Sialotoxina I (c 1 e 

c 2 ) . 

A mesma anilise revelou, ainda, que nao exis 

tem diferenças significativas ao nfvel de 5% de probabilidade 

entre os subgrupos B.
1 

(endõgeno + Sialotoxina I, 0,02mg/ml) e 

s
3 

(end6geno +'glicose + Sialotoxina 1, 0,02ma/ml) (Tabela !V). 

Os dados do consumo de oxig~nio, em função 

do tempo de incubação dos diferentes ensaios biol6gicos dos 

tr~s grupos experimentais, podem ser vistos nas Tabelas VII, 

VIII., LX~ X. XI, XII, .. XIII, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX e 

XX do apêndice. 
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TABELA IV: Consumo de O~igênio 

G. SUBG. ENSAIOS BIOLOGICOS MtDIA + - s-
X 

c 
Al Endogeno 316,6 + 

o a - 5 '6 
A 

N 
T. Az Endôgeno Glicose b 3 7 3 , 1 + 1 9 , 3 + -

81 Endõgeno+Sia1otoxina I(0,02mg/ml c i 11 3 , 4 + 9 , 1t -

s EndÕgeno + Glicose + Sia1o 
B2 

·- d 208,6 + 6 , 5 I -
A toxina I (0,002 mg/ml) 

L 
o EndÕgeno + Glicose + Si a l o 
T 8 83 

- 104,0 + 
6,~ c -

o toxina I (o , o l mg/m1) 
X 
I 
N Endõgeno + Gl i cose + Si alo 

B4 
- 62,2 + 8 , 1 A e -

toxina I ( o , o 2 mg/m1) 

I 
Endõgeno + G1icose + Si a l o 

B, 
-

f 3 7 , 5 + 
3 'l -

o toxina I ( o , o 3 mg/m1) 

cl Endõgeno Insulina g 409,4 + 1 9 '1 + -
I 
N Endúgeno + Gl i cose + 
s cz h 460,9 + 

9 ' -
li c Insulina 
L 
I ' 
N En.dôgeno + Glicose +Insulina 
A c3 i 129,8 + 4, -

+ Sialotoxina I (0,02 mg/ml) 

Valnres m~dios. desvios padrões da m~dia do con-

sumo de oxigênio uin Vitro" (microlitro por grama de teci­

do por hora) pelo diafragma de ratos, nos diferentes en­

saios biológicos. 

Os tratamentos seguidos das mesmas letras nao di 

ferem, s-ignificativamente, ao nlvel de 5% de probabilidade entre si. 
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GR~FICO 1 : - Consumo de oxig~nio (ul/grama de te 

cido/hora), dos sistemas experimen­
tais: 

O A1:- Endõgeno 

IH!illil A2:- Endõgeno + Glicose 

v#il s1 ,­

lllliill1ll B 2 : -

[Z] 83:­

~ 84:­

EndÕgeno + Sialotox·ina I (o , o 2 rng/ml) 

Endõgeno + Glicose + Sialotoxina ' (O ,002mg/ml) ' 
Endôgeno + Glicose + Sialotoxina ! (O,Olmg/ml) 

EndÕgeno + Gl i cose + Sialotoxina I (0,02mg/m1 í 

- B5 ::: Endôgeno + Glicose + Sialotoxina I (0,03m~J/rnl) 

' c. . ··~~· 

I. BISUI.)>V'~ ;- 1·-'YRAL 

----~--~~---
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600 A ,;. Endõgeno+G1icose+Sia1otoxina !(0,01mg(ml) 
0.---0 EndÕgeno+Sialotoxina I(0,02mg(ml) 

550 • :u- Endõgeno+Glicose+Sialotoxina I(0,002mg/ml} 
Q--.-.-0 EndiJ'geno 

500 - Endõgeno+Gl i cose 
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90 minutos 

GRÃFICO 2:- Consumo de oxig~nio (ul/grama de tecido) em 

função dos diferentes tempos de incubação. 
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GRAFICO 3:- Consumo de oxig~nio (ul/grama de te­

cido/hora), dos slsternas experin1entais: 

A
1
:- Endogeno 

A2:- Endõgeno + Glicose 

c
1 

:- EndÕgeno + Insulina 

c2 :- Endôgeno + Gl i cose + Insulina 

c
3

:- EndÕgeno + Glicose + Sialotoxina I (0~02mg/ml) + 

Insul inn 
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GRAFICO 4:- Consumo de oxigênio (ul/grama de tecido) em 

função dos diferentes tempos de incubação. 
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A anilise de variãncia dos dados obtidos so 

bre a incorporação de glicose pelo diafragma dos ratos perten­

centes aos grupos O (Sialotoxina I) e grupo E (Insulina), reve 

lou que existem, entre ambos) diferenças significativas ao nl-

vel de l% de probabilidade. 

A mesma anâlise apresentou para F o valor 

de 254,8,para o coeficiente de variação (C.V.) 7,04 e uma di­

ferença mlnima significativa entre os ensaios analisados de 

o , 1 5 • 

Com a finalidade de se analisar os tipos de 

diferenças que exist~entre os grupos, aplicou-se o teste de 

luckey que permite a comparaçio de m~dias 2 a 2, ao nrvel de 

5% de probabilidade entre si. 

Desse modo, podem ser vistos na Tabela V os 

valores da in~orporaçio de glicose (micrograma por míligt"ama 

de tecido por hora). tanto dos animais pertencentes ao grupo 

D, com seus respectivus subgrupos, quanto do ~.Jrupo E e subgrupos. 

Assim, observa-se que o ensaio bio1Õgico, 

que continha somente a glicose, subgrupo o
1

• apresentou uma 

captação media de glicose de 1,67: 0,04 ugjmg/hora, enquanto 

que os ensaios, contendo glicose com Sialotoxina I nas do-

ses crescentes de 0,002; 0,01; 0,02 e 0,03 mg/ml, respectivarne.Q 

te, subgrupos o2 • o3 , 04 e o5 , mostraram uma incorporação -
rne-
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dia de 1,34:!: 0,05; 1~10 ~ 0,01; 0389-~ 0,06 e 0,52 '!: 0,06 mi­

crogramas por miligrama de tecido por hora, onde depreende-se 

que existem diferenças significativas entre si, e que aprese~ 

ça da Sialotoxina I~ no meio de reação,~ efetiva em dio1inuir 

a captação de glicose, e que essa diminuição aumenta ã medida 

que se eleva a concentração da mesma (Tabela V e Gr~fico 5). 

Nos animais do grupo E, cujo ensaio biol6ai v ___ _ 

co era constituldo de glicose com insulina (subgrupo E1), a in 

corporacão midla de gllcose foi de 2,42 ! 0,11 ug/mg/h. 

Todavia~ no subgrupo E2 , onde foi adiciona­

da Sialotoxina I na concentração de 0,02 mg/ml, obteve uma in­

corporação mêdia de glicose de l ,28! 0,14 ug/mg/tecido/ hora, 

mostrando uma diminuição de 47,1% na captação de glicose pelo 

diafragma (Tabela V e Griflco 6). 

Por outro lado, quando se analisa os dados 

do ensaio biolÕgico do grupo D, subgrupo o 2 ~ que continha gli­

cose + Sia1otoXina I (O,OG2 mg/ml), cujo valor médio de incorp_2, 

ração era de 1,34! 0)05, e o grupo E~ subgrupo E2 , que era 

constltu1do de glicose • insulina • Sialotoxina I (0,02mg/ml), 

com uma incorporação m~dia de 1,28! 0,14, o teste de Tuckey 

demonstrou que não oc~rreram diferenças significativas, ao nl­

vel de 5% de probabilidade entre esses dois ensaios (Tabela V). 

Os dados individuais da incorporação de gl! 

cose pelo ctiafragma dos ratos, nos diferentes ensaios analisa-

dos, podem ier encontrados nas Tabelas XXI e XXII do ap~ndice. 

Como a incorporação de glicose apresentoud! 

ferencas significativas, entre as diferentes concentrações de 
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TABELA V: Incorporaçio de G1icose 

G. SUBG. ·ENSAIOS BIOLÕGICOS MEDIA + - s-
X 

01 Glicose 1 '6 7 + 0,04 a -
s 
I 
A 
L Dz Glicose+Sialotoxina I(0,002mg/ml bg 1 '34 

+ 0,05 -
o 
T 
o O 03 Glicose+Sia1otoxina I(0,01mg/m1) 1 ' 1 o + o 'o 1 
X 

c -

I 
ti 

04 Glicose+Sialotoxina I(0,02mg/m1) d 0,89 + 0,06 
A 

-

I 

05 G1icose+Sia1otoxina I(0,03mg/m1 0,52 + 0,06 e -

I + 
N E 1 Glicose + Insulina f 2,42 - o '11 
s 
u E 
I_ 

I c .. Glicose +Insulina + Sialotoxi- l ,28 :: o' 14 
N cz na I (0,02 mg/m1) 

g 

;\ 

Valores m~d,os e seus desvios padr5es da incorpo-

racao de glicose ''In Vitro'', (microgramas por miligrama de 

tecido por horG.), dos~diafragama de ratos~ nos díferentes 

tratamentos. 

Os tratamentos, seguidos das mesmas letras, nao 

diferem. significativamente. ao nTvel de 5% de probabilid~ 

de entre si. 
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GRAFJCO 5:- Glicose incorporada lug/mg de tecido/ 

hora), dos sistemas experimentais:-

01 :- Glicose 

Dz=- Glicose + Sialotoxina l (0,002 mg/ml) 

03:- Glicose + Sialotoxina I (o' 01 mg/m1) 

04:- Glicose + Sialotoxina I (0,02 mg/ml) 

os:- Glicose + Sialotoxina l (0,03 mg/ml) 
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GRI\FICO 6:- G1icose incorporada (ug/mg de te­

cido/hora) dos sistemas experimen 
tais: 

01 :- Glicose 

E 1 :- Glicose + Insulina 

E2:- Glicose + Insulina + Sialotoxina I (O ,02mg/rnl I 
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Sialotoxina I, ajustou-se as mesmas doses uma regressao linear. 

Através da equação: Y~ a + 6x, onde y~ quan-

tidade de glicose incorporada; e, X= doses de Sialotoxina I, o 

ajuste da regressão mostrou o seguinte resultado: equação esti-

mada" Y" 1,52 - 33,6x. 

A anilise de variãncia (Tabela VI) para tes-

tar o ajuste da regressao deu um valor do teste F, de 48,9, 

signi:ficatlvo ao nlvel de 1% de probabilidade. mostrando que 

o ajuste foi muito bom. 

Foi tamb~m determinado o valor do coeficien­

te de determinação R2" 0,94, que tambem comprova a qualidade do 

ajuste. 

TABELA VI: Anilise de variãncia da Regressão Linear da Incorpo­

ração de Glicose. 

CAUSA DA VARIA(:AO Gl SQ QM F 

Regressão linear 1 0,718813 0,718813 48,9" 

Desvio da Regressão 3 O,C44JG703 o ,01470234 

• 
TOTAL 4 o ,76292 

** Significativo ao nlvel de 1% de probabilidade 

A equaçao mostra que cada unidade da concen-

tracâo da Sialotoxina I, usada nos diferentes ensa1os, causa 
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uma queda de 33,6 microgramas por miligrama de tecido por ho-

ou, ainda, urn acréscimo de 0~01 mg/ml de Sia1otoxina I cau 
~- " -~ -

sa uma queda de 0,336 ug/mg de tecido/hora na incorporação de 

glicose (Grâfico 7). A equação estã representada no Gráfico, em 

que: y= 1,52 - 33,6x 
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x (doses da S·ialoto 
x i na I) 

GRAFICO 7:- Regressão linear da incorporação 

de glicose, em função da concen-

tração da Sialotoxina I (* indi-

caos pontos observados). 
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5. DISCUSSM 

O papel das gl~ndulas salivares, como 6rgãos 

de secreçao end5crina, vem sendo investigado desde o infcio do 

sêculo (FARRONI, 1911; UTIMURA, 1927). Em 1934, OGATA propôs o 

estabelecimento das glândulas salivares como 6rgãos end6crinos, 

com grandes contribuições metab6licas, especificamente no meta­

bolismo de carboidratos. 

A semelhança histol6gica das glãndulas sali­

vares. principalmente a par5tida, com a estrutura morfo-histol6 

gica do pãncreas. induziu v~rios autores a relacionarem as ati­

vidades bioqulmicas e, consequentemente, funcionais desses dois 

orgaos. Assim, TAKIZAWA (1954) e OGATA (1955) relataram a hipe­

ratividade induzida no pâncreas pela ausência das glândulas sa­

livares. A rel~ção oposta, isto e, o incremento das atividades 

das gl~ndulas salivares, associado a redução das ilhotas de 

Langerhans; foi constatado por HALMOS & SOMOGIY (1962). 

O quadro formado pelas informações acumula­

das, evidenciando o papel metab6lico ativo das glãndulas sali­

res, levou vârios autores a tentarem isolar e identificar o 

fator ou os fatores metab6licos, provavelmente, secretados por 

tais orgaos, fato observado em 1955 por HILL que isolou, 

a partir de gl~ndulas par5tidas bovinas~ um fator hiperglice­

miante, ativo, em ratos. Por outro lado, efeitos hipo­

glicemiantes de extratos de glândulas salivares tamb~m foram 

relatados por FLEMING em 1962, e confirmados por trabalhos de 
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nossos laboratôrios, posteriormente (TEIXEIRA, 1979 e GUINA-

RAES et alii, 1979), Essa ação hipoglicemiante das glândulas 

parõtidas ê atribuida ao prin-cipio ativo isolado dessas glându 

las, e convencionalmente denominado Parotin (TAKIZAWA, 

OGATA, 1955 e !TO, 1960). 

1 9 54 ; 

A correlação metabõlica entre glândulas pa­

rõtidas e o pancreas foi descrita em vârios trabalhos na dêca-

da de 1970. 

SJLVERMAN & DUMBAR (1974) e LAWRENCE et 

alii (1975), atribuiram is glãndulas salivares funções hiper-

glicemiantes, semelhantes ãs exercidas pelo pãncreas. Esses 

autores isolaram, ainda. das gl~ndulas salivares uma substân­

cia, cuja ação, segundo eles, ~ semelhante ao do glucagon pan­

creãtico, fato que os levou a denominarem esta substância de 

glucagon salivar. 

DOI et alii (1978}, por sua vez, observaram 

a exist~ncia de um princlpio ativo nas gl5ndulas salivares que 

atua no metabolismo de carboidratos, de maneira semelhante -a 

insulina, sendo por isso chamado de ''insulin-like''. 

Os dados obtidos na literatura, at~ o momen 

to, associados aos re~ultados de vârios experimentos desenvol­

vidos nos nossos laboratõrios, favorecem a formulação de uma 

teoria, segundo a qual as gl~ndulas salivares exercem um papel 

regulador sobre o metabolismo de carboidratos, visando o esta­

belecimento dos nTveis glic~micos no sangue. Esse papel e exer 

cido como função auxiliadora ao pãncreas, e em completa coorde 

naçao com ele. Esta teoria encontra forte apoio nos trabalhos 
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de TEIXEIRA (1979); GUIMARAES et a)ll (1980); TEIXEIRA et a111 

1985; ARRUDA VEIGA, 1987. 

A fim de esclarecer o mecanismo pelo qual 

as glãndulas salivares atuam na regulação do metabolismo de 

carboidratos~ inúmeros trabalhos foram realizados em vários 

laboratfirios com o objetivo de determinar e isolar os princi­

pies ativos secretados por esses 5rgãos e, posteriormente, elu 

cidar sua estrutura e mecanismo de ação. 

Desse modo, BARKA (198B) mencionou a exls­

t~ncia de 25 princlpios ativos nas glãndulas salivares, com 

uma vasta ação metab5lica~ que abrange a homeostase e afeta o 

crescimento e diferenciação celular, entre outras. 

LIUZZI I ANGELETTI (1968) relataram que al­

guns dos princrpios ativos, isolados das gl~ndulas submandibu­

lares de camundongos machos, apresentam efeitos t6xicos, quan­

do administrados a camundongos macf1os e f~meas. Estudos desses 

autores revelaram a existência de vãrias frações com a mesma 

ação t6xica·, porim em nlveis variados e, ainda. indicaram a 

possibilidade de serem de natureza proteica. 

Os princ~pios ativos secretados pelasglãnd~ 

las subn1andibulares co~ atividade letal fo~am tamb~m demonstra 

dos por HOSHINO & LIN (1968 e 1969}, os quais vet~ificaram que os 

ttansplantes de g1ãndulas submandibulares de camundongos fêmb;s e. 

machos imaturos~ realizados em camundongos de ambos sexos nao 

mostraram os efeitos letais, observados quando os mesmos expe-

rimentos eram repetidos com os doadores previamente 

com testosterona. 

tratados 
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Os dados obtidos por TAMES, FAVA DE MORAES & 

OO!NE (1985), como tambêm os obtidos por TEIXEIRA et alii (1986), 

servem de apoio e esclarecimento as observações de HOSHINO & LIN 

(1968 e 1969). Assim, o 19 grupo de pesquisadores observou que 

a castração de camundongos machos adultos, apÕs 30 dias~ alêm 

de promover uma excepcional queda na testosterona circulante,le 

va a uma atrofia subsequente dos duetos granulosos, fonte prod~ 

tora de inUmeros fatores biologicamente ativos. TEIXEIRA et ali i 

(1986) verificaram que a castraç~o de camundongos adultos nla­

chos, ap5s 30 dias, provocou a aus~ncia do efeito letal dos ex­

tratos de glândulas submandibulares, e que a administração de 

testosterona em camundongos machos orquidectomizados induziu a 

produção dos fatores letais. 

Esses dados evidenciam a relação provãvel, 

de depend~ncia entre os fatores letais, produzidos pelas 

glândulas submandibulares de camundongos machos adultos e a tes 

tosterona. Essa. relação se apresenta claramente nos camundongos 

f~meas que receberam previamente doses de testosterona e, qua~ 

do submetidos ã doses crescentes de Sialotoxina I, mostraram 

maior resist~ncia aos efeitos da mesma em relação ~s f~meas nor 

mais (AGOSTINHO, 1987). 

Com o intuito de identificàr os fatores le­

tais observados nas glândulas submandibulares, PINHEIRO (1985) 

isolou a partir dessas glândulas de camundongos machos adulto~ 

:;:ubsri\ncias dr: hinxo peso molecular, denominadas por e1e de Síelo 

toxina I, li, III e IV, onde todas apresentam, em vã rios 

nlveis, atividades letais, mencionadas anteriormente. 

1\GOSTfNI!O (19!\7) n.dministrou :;~íalol.oxln<~ 
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(SI) em camundongos machos e f~meas, em v~rias condições experi 

mentais 1 e verificou seus efeitos biol6gicos, determinando tam­

bim a dose letal da fração estudada. Os animais tratados com a 

SI apresentaram um quadro clinico variãvel, dependendo da dose, 

caracterizado por: hiper-excitabilidade, apatia, festinacão, hi 

potonia, piloereção, taquicardia, sudoracão, cianose, midriase 

e exoftalmia, polifiria, epist5tomo da cauda, convulsões, con­

tratura e morte. As fêmeas foram bem mais sens1veis ~ ação da 

SI que os machos, tendo ainda apresentado uma dose letal, sig­

nificativamente inferíor. 

Os resultados acima descritos, ofereceram 

uma base para o estudo do mecanismo de ação da SI, a n1vel celu 

lar. A indução da cianose, tanto em f~meas quanto em mact1os, sob 

o efeito da SI, demonstrou o envolvimento da utilizaç~o do oxi­

g~nio no mecanismo de ação da toxina estudada. 

Desse modo, estabeleceu-se um modelo exoeri­

mental para o estudo do consumo de oxig~nio, pelo sistema mano­

m~trico, segundo a t~cnica convencional de WARBURG {1972). O 

funcionamento do m~todo foi testado atrav~s do uso de insulin~ 

convencionalmente estabelecido (HECTER, LEV!NE & SOSKIN, 1941 

HAUGAARD & MARSH, 1952; TEIXEIRA, 1979; ARRUDA VEIGA, 1987). 

A anãlise de variância dos resultados refe­

rente ao consumo de oxig~nio (microlitro por grama de peso de 

tecido/hora), revela que existem diferenças significativas, ao 

n1ve1 de 1% de probabilidade entre os 3 grupos experímentais 

(Controle, ·Sialotoxina I e Insulina), permitindo avaliar, atra­

ves do teste de Tuckey, as diferenças entre as m~dias dos diver 

sos ensaios biolõgicos. 
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Assim, nota-se pela Tabela IV (gráficos 1.2), 

que no grupo A1 • Controle, ao comparar os resultados dos subgr"~. 

pos A1 e A2, Endõgeno e EndÕgeno + Glicose, percebe-se que a 

presença da glicose aumenta, significativamente, o consumo de 

oxigênio Pelo diafragma dos ratos. 

O consumo de oxigênio, no experimento consi 

derado controle (EndOgeno), constituido pelo diafragma incuba-

do no tampio Krebs-Ringer Fosfato (TKRF), apresenta um valor 

midio de 316,6 ! 5,6 ul de o2;g de tecido/hora. Esse valor mi­

dio difere, significativamente, da m~dia obtida do experimento 

constituido pelos mesmos e1ementos do grupo controle Endôqeno 

mais SI, na concentração de 0,02 mg/ml, onde o consumo de oxi­

g~nio foi de 113,4! 9,4. o que representa uma queda de 64,1 ~ 

no consumo de oxigênio, devido i presença da SI no meio de in-

cubação. 

Comparando-se, ainda, o consumo de oxigênio 

pelo diafragma entre os gruoos A2 (End6geno + Glicose) e aque­

les que contêm glicose e SI, em diferentes concentrações (B 2 , 

8
3

, B
4 

e s 5 )~ verifica-se mais uma vez uma queda no consumo de 

oxigênio nos grupos que contêm a Sl no meio de incubação. 

Os ~ados tamb~m revelam que, a medida que 

as concentrações dessa toxina são a'umentadas no melo de rea-

ção em 5, 10 e 15 vezes, o consumo de oxigênio diminui, res­

pectivamente, em 72,1; 83,3 e 89,9%, 

O papel do oxigênio no metabolismo aer5bico 

do diafragma do rato jâ ê bem conhecido. o oxigênio e a etapa 

final de uma sequênciade reações {fosforilação oxidat·iva), que 
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envolvem virias coenzin1as e uma s~rie complexa de reações, que 

tomam lugar nas membranas internas da mitocõndria, Estas membra 

nas c~nt~m um grupo de proteTnas, que t~m ferro em suas mol~cu-

las, conhecidas como citocromos. Nesse sistema os pr6tons e el~ 

trens, provenientes das atividades metab5licas, escoam numa sê-

rie de reações de redução e oxidação, que visam o aproveitamen­

to m~ximo da energia produzida, e, finalmente, a formação de 

-agua. 

Se o oxiginio nao estiver disponTvel nara o 

sistema de citocromos~ o ATP não ser~ formado pela mitocôndria. 

A interrupção desse sistema pode ser provocada por vãrios ele­

mentos co~o cianeto, 2-4-dinitrofenol, salicilato e outros. Es-

sas s~bstincias reagem com um dos componentes do sistema. como 

por exemplo o cianeto~ que reage com o citocromo final da ca-

deia, dificultando a transfer~ncia de el~trons ao oxig~nio. e 

bloqueando a produçio de ATP pela mitocôndria (VANDER- SHERMAN­

LUC!ANO, 1981), 

A diminuição da utilização de oxigênio~ ob-

servada em nossos dados, pode ser explicada por mecanismo seme­

lhante~ isto ~) a SI pode provocar um bloqueio no sistema de 

transporte de el~trons, impedindo a formação de ATP, provocando, 

assim, a diminuição da utilização de oxiginio. Essa ação propo~ 

ta da SI pode oferecer subsidias para explicar a mortalidadecau 

sada por ela nos anima\s, observada nos experimentos ~ealizados 

por AGOSTINHO (1987). 

O pequeno aumento no consumo de oxig~nio ob-
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servado na presença de glicose (373,1 ! 19,3) foi eliminado na 

presença da SI, isto~' a m~dia do consumo de oxig~nio obtida, 

no modelo experimental A1 , contendo apenas diafragma e tampão 

(316,6! 5.6), foi aumentada para 373~1 ! 19,3 na presença da 

glicose A2 , (EndEgeno + Glicose). Esse valor m~dio foi reduzido 

para 62~2! 8)1, B 4 ~ quando adicionou-se SI (0,02 mg/ml) a esse 

ijltimo experimento. Essa redução apresenta o produto son1at6rio 

do efeito da SI na presença e na ausência da glicose. 

Considerando o metabolismo exclusivamente ae 

r6bico do diafragma, admite-se que toda a glicose consumida pe­

lo m~sculo~ ap5s a sua convers~o em piruvato, ~ completamente o 

xidada no ticlo dos icidos tricarbox1licos, provocando funciona 

menta do sistema de t~~nsporte de elêtrons~ a fim de reoxidar 

as coenzimas utilizadas neste ciclo. sendo assim~ alterações 

nos nlveis de uti1ização de oxigênio afetarão, diretamente, o 

consumo de glicose, pelo diafragma. Esse racioclnio vem direta-

mente ao encontro dos resultados obtidos nos nossos experimen-

tos. 

A açao da SI tamb~m foi investigada no meio 

de incubação contendo insulina e glicose. Para tanto, utilizou-

se os subgrupos c1' c2 e c3. 

Comparando-se os resultados dos subgrupos A1 
e c1 , observa-se que a insulina~ efetiva em aumentar o consumo 

de oxig~nio, evidenciando que a mesma, al~m de aumentar o nume-

ro de receptores e dos transportadores intracelulares (GEMMILL, 

1940 e 1941; V!LLEE & HASTINGS, 1949; VILLEE, WHITE I HASTINGS, 

1952; KARNIELI et a1ii, 1981; WARDZALA & JEANRENAUD, 1981; KONO 

et alii, 1982), estimula a ação da hexoquinase no processo da 
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fosforilAção da glicose, sendo ins•tlino-dependente (LEVINE et 

ali i, 1950; PARK, BORNSTEIN & POST, 1955; LEVJNE & GOLDSTEIN 1 l9C'i5 e PAFn< 

& JOHMSON, 1955: SHAW & STADIE, 1957). 

Essas observações sao confirmadas na anâlise 

dossubgrupos A2 e c2 , que revelam um aumento no consumo de oxi­

g~nio de 23,5%, em função da presença da insulina. 

Por outro lado, quando se compara o consumo 

m~dio de oxig~nio na presença de insulina e glicose (C 2 ) e ins~ 

1ina + glicose +SI~ (C 3), observa-se uma redução neste consumo 

de 71,9%, o que demonstra que a SI ê efetiva mesmo na presença 

da insul-ina. 

t importante observar que os nlveis de 

ção do consumo de oxi~~nio provocados pela SI, na presença 

na aus~ncia de insulina, são praticamente iguaiss indicando 

ções independentes dos dois princlpias. 

tedu 

ou 

a-

A ação da insulina, sobr~ receptores ou so­

bre a açao enzim~tica, deve ocorrer a nTvel da entrada de gli­

cose na c~lula, enquanto nossos resultados sugerem que a SI 

atua, provavelmente, nas etapas finais da cadeia respirat6ria. 

Quanto â incorporação de glicose (microgramd 

miligrama de tecido/hÓra)~ a anâlise de variância indica que e­

xistem diferenças. estatisticamente, significantes, ao nlvel de 

5%, entre os diferentes ensaios biol6gicos. nos grupos De E, 

Sialotoxina I e Insulina. respectivamente (Tabela V e grãficos 

5 e 6) • 

Nota-se que a presença de SI em concentraço-es 

de 0,002; 0,01; 0,02 e 0,03 mg/ml no meio, contendo glicose, pr~ 
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vocou uma reducio na sua incorporaçio. de 19,7; 34,1; 46,7 e 

68~8%, respectivamente. 

Ajustando-se estas doses para uma reta de 

regressao linear~ a sua equaçao mostra que cada unidade de SI 

usada, nos diferentes ensaios, causa uma queda de 33,6 micro 

gramas por rniligrama de tecido por hora; ou, ainda, um acrêsci 

mo de 0,01 mg/ml de SI, causa uma queda de 0.336 

por miligrama de tecido por hora (Grafico 7). 

microgramas 

A incorporação da glicose observada no dia­

fragma de ratos mantidos em tampão Krebs-Ringer Fosfato, con­

tendo somente glicose (D 1) ~foi de 1,67! 0,04. J1, adição da SI 

(0,02 mg/ml) (D 3 ), ao meio de incubaçio, resultou numa queda 

na utilização de glicose, levando a um valor m~dio de 0,89 

0,06, Esse fato pode ser entendido como sendo o produto do 

mulo de intermediãrios no ciclo do ~cido tricarboxflico e 

+ 

-
a cu 

da 

glic5lise, provocado por um bloqueio no sistema de transporte 

de elétrons. 

Jã e sabido que a adição da insulina no 

meio de reaçaa~ aumenta a incorporação da glicose. tanto em te 

cido adiposo (TEIXEIRA, 1979) quanto em preparação isolada do 

músculo diafragma (RA~DLE & SMITH, 1958). Desse modo, aprese~ 

ça desse hormõnio no meto de incubação, aumentou a 1ncorpora-

cão de glicose pelo diafragma, elevando o valor m~dio de 1,67 
+ + - 0,04 para 2,42- 0,11 ug/mg/h. 

A adição da insulina, no meio de incubação 

(E
1
), si_gnifi_ca um aumento na captação da glicose pelo dlafra[ 

ma em 44,9%~ quando comparado com o meio de reaçao que cont~m 

somente glicose (Dl) na concentração de l ~O mg/ml, e1evando o 
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valor midio de 1,67! 0,04 para 2,42! 0,11 ug/mg/h, dados es 

ses que sao confirmados por in~meros pesquisadores {CZECH, 

1977; .WJS'Cl'IP.N & "ARDZALA, 1980; SUZUKI & KONO, 1980; HARDZALA & 

JEANRENAUD, 1981). 

Outra observação que merece destaque, ~ que 

o efeito na redução da incorporação da glicose pela SI (0,02mg/ 

ml) foi mantido mesmo na presença da insulina: e isso pode ser 

comprovado pela anâlise do meio de reação (E 2 ), contendo glic~ 

se! insulina e SI~ que mostra uma diminuição de 47,1% na sua 

incorporação em relação ao meio, contendo glicose + 

( E 1 ) • 

in sul ·i na 

Os nossos resultados encontram forte supor­

te e sao similares iqueles descritos por EBOUE-BONIS & CLAU­

SER (1977),. quando, analisando o efeito combinado da açao de 

insulina e florizin no transporte e metabolismo de carboidratq 

mostraram que o florizin inibe o transporte de glicoses tanto 

na presença quanto na aus~ncia de insulina. 

Tendo em vista, que o estudo desse peptTdeo 

(SI) 1 produzido pelas glãndulas subma~dibulares de camundongos 

machos~ ainda encontra-se na fase de caracterização bioquimic& 

muito daquilo que foi discutido, neste trabalho, deverã ser 

esclarecido com a realização de estudos mais profundos e com­

pletos que, provavelmente, trarão novos subsldios sobre as 

suas açoes biol6gicas, seu mecanismo de açao e sua 

1 e ta L 

atividade 

Trata-se, sem d~vida alguma, de um can1po de 

pesquisa que deve ser explorado, no sentido de se obter novos 

conhecimentos para a sua subsequente aplicação no campo biolõ­

gi co. 
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6. CONCLUSOES 

A anâlise e a descriçaü dos resultados obti 

dos dos estudos ••;n vitro'', sobre os efeitos da Sialotoxina I, 

subsidiam as seguintes conclusões: 

1- A subst~ncia, produzida pelas glãndulas 

submandibulares de camundongos machos, denominada de Sialotoxi 

na I, promove. efetivamente, a redução do consumo de oxig~nio 

(''In Vitro''), pelo diafragma de ratos normais. 

2- A Sialotoxina I, diminui a captação de 

glicose (''In Vitro''). pelo diafragma de ratos normais. 

3- A Sialotoxina I apresenta diminuição no 

consumo de oxig~nio e redução na incorporação de glicose, mes-

mo na presença da insulina. 
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8. RESUMO 

O presente trabalho foi realizado com a fi-

nalidade de se verificar ''In Vitro 1
', os eventuais efeitos da 

Sialotoxina I (SI), sobre a incorporação de glicose e o consu­

mo de oxigênio pelo diafragma de ratos. 

Foram utilizados 102 ratos machos (Rattus , 

norvergicus) albinus, Vlistar), com 2 a 3 meses de idade, pesa~ 

do entre 150 e 200 gramas. 

A parte experimental foi desenvolvida em 2 

modelos experimentais:·· a) determinação do consumo; 

b) determinação da incorporação de gl i-

cose. 

No modelo experimental, determinação do con 

sumo de oxigêni~. foram utilizados 60 animaís, distribuídos em 

3 grupos: Controle, Sialotoxina I e Insulina, ou seja, grupos 

Al B e C, respectivamente, na seguinte forma: 

Grupo A: Controle - Constituído de 12 ratos 

e redistributdos em 2.subgrupos, A1 e A2. 

- 6 ratos. 

Subgrupo A1: Controle- EndÕgeno- 6 ratos; 

Subgrupo A2 : Controle - EndÕgeno + Glicose 

Grupo 8: Sialotoxina I (SI) - Constituído de 

30 ratos, recl.istribu1dos em -5 subgrupos de 6 ratos cada: 



mg/m1); 

mg/m1); 

mg/ml); 

mg/ml). 

. 1 o 7 . 

Subgrupo s1: En~õgeno + SI (0,02 mg/m1); 

Subgrupo B2 : Endõgeno + Glicose +SI (0,002 

Subgrupo B3 : Endôgeno + Glicose +SI (0,01 

Subgrupo B4 : Endõgeno + Gl i cose + SI (O ,02 

Subgrupo B,: Endõgeno + Glicose +SI (0,03 
o 

Grupo C: Insulina - Constitu1do de 18 ra­

tos~ redistribuldos em 3 subgrupos, constando de 6 ratos cada: 

Subgrupo C1 EndÕgeno + In sul i na; 

Subgrupo c2 Glicose +Insulina; 

Subgrupo c3 Glicose +Insulina+ SI (0,02 

mg/ml). 

Para a detenni.nacão da incorporação de gl i­

cose, foram utilizados 42 ratos, distribuidos em 2 grupos: Sia 

lotoxina I e Insulina, grupos De E, respectivamente • 
• 

Grupo D: _;i_ia]otoxina I - Constou de 30 ra­

tos, redistribuidos em 5 subgrupos, com 6 animais cada: 

Subgrupo o1 
Gl i cose; 

Subgrupo 02 Glicose +SI (0,002 rng/ml); 
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Subgrupo D3 : Gl i cose + SI (0,01 mg/ml); 

Subgrupo D4 : Glicose +SI (0,02 mg/ml); 

Subgrupo D5 : Gl i cose + SI (O ,03 mg/ml). 

Grupo E: Insulina -Constou de 12 ratos, re 

distribuldos em 2 subgrupos, contendo 6 animais cada: 

Subgrupo E1 : Gl i cose + Insulina; 

Subgrupo E2 : Glicose + Insulina+ SI (0,02 

mg/ml). 

Os animais pertencentes aos 2 modelos expe­

rimentais, apos jejum de 36 horas, foram sacrificados por de­

capitação e o mGsculo diafragma foi removido e mantido em tam­

pão Krebs-Ringer ã 4°C. A seguir, os tecidos foram incubados 

em frascos de Warburg, a fim de se determinar ''In Vitro 1
' 1 o 

consumo de oxigêni~ e a incorporação de glicose. 

Nas condições experimentais utilizadas, co0 

cluiu-se que o peptldeo produzido pelas glândulas submandibula 

res de camundongos machos, denominado Sialotoxina I, promove, 

efetivamente, a reduç[o do consumo de oxig~nio; diminui a in-

corporaçio de glicose pelo diafragma de ratos 
. . norma1s, como 

tamb~m induz a uma diminuição do consumo de oxig~nio e r~dução 

na incorporação de glicose, mesmo na presença da insulina. 
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TABELA VII:~ Consumo de Oxigênio. 

' • 

-

E~ I 5 ' 30' 45' 60' 75' 9 o . 
BIOLUGICOS 

ENOOGENO 
a 60.6 a 1 52 . I a 2 30. 3 a 316.6 a 390. 1 a 4 71 . 3 
+ 6. 8 + 9. 4 + 1 3 . 7 + 5. + + - - - 24. - 22. 2 

ENDDGENO GLICOSE 
b 85.1 b 184. 3 b 285.4 b 3 7 3. 1 bg470. bg573. 7 

+ + 5. 2 + 3. 2 + 1 7 . 7 + I 9 . + 26. + 24.0 - - - - - -

ENOOGEND SIALOTOXINA 
cj35.8 c i 68. 1 c h 84.9 cill3. cil36. cil60.5 

+ 
l (o, o 2 rng/ml) + 7 . I + 7 . o + 6.4 + 9. ' + 5. ' I O . 9 - - - - - -

. 

ENDOGENO GL!COSE 
de44.6 dí 99. 7 d I 58. d 208. d 2 6 7. ·' 31 4 . 2 

+ + " 

SIALOTOXINA I( O ,002mg/rnl + 2. 5 + 3. 4 + 4.0 + 6. + 6 .. + 4. 6 - - - - - -

EiWÕGENO + GLICOSE + ec26,7 c 59.7 c 83. c 1 o 4. c I I 5 . c I 3 6. 2 

sgtOTOXINA I (O,Oirng/ml) + 2. 9 + 4.7 + 4. + 6. + 4. + 8 . I - - - - - -

ENDUGENO GL!COSE 
fel8.2 f 3 2 . I e 48. e 62. e 80. e g 5 . 1 

+ + 
Sl;\LCITOXINA I (0,02rng/m1) + 1.8 + 4. + 8. + 8. + 6 . 

·i 3. 7 - - - - - -

gÍ'I4.1 f 2 6. e 32. f 3 7. f 41. c 45.8 
Er<JDÚGENO GLICOSE ' 

+ + 
SlALOTOXINA I (0,03mg/m1) + 1.1 + I. + 2. + 3. I + 3. + 2. 5 - - - - - -

DIFERENÇA MTNIMA I O . 5 20" 22.4 22.4 29.6 2 7. 2 
SlGNlFJCATIVA 

Valores m~dios, desvios padrões das m~dias ( 5 x), Diferença 

Mfnima Significativa, de consumo de oxig~nio, ''In Vitro' 1
, (ul/g de 

tecido), aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, pelo diafragma dera­

tos, nos diferentes ensaios biolÕgicos. 
Os tratamentos seguidos das mesmas letras não diferem, 512 

nificativamente, ao nível de 5% de probabilidade, entre si. 
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TABELA VIII:- Consumo de Oxigênio. 

"N''A~ 1 5 • 30' 45' 60' 75' 90' c< ..) ,. ' 

SIOLOGICOS 
r--~ 
i 
; 
% 130.8 g224.8 f30 6 .. 5 g409.4 g485.4 g593.6 
~ u-moc~-No + INSULINA ! . . + 2.4 + 6. 8 + 14.9 + 1 9 . 1 + 21 . 1 + 

l 
- - - - - - 3 . 1 
h 

rtiDóGENO + GLICOSE + i157.6 h264.3 g352.5 460.9 544.4 645.1 
ltiSIJLINA + 8. 7 + 26.5 + 14. o + 9. 6 + 6. 5 + 1 8 . 7 - - - - - .. 

h h h 

I' GLICOSE INSU-+ + j 30.3 i 66.3 1 o 5. 4 i129.8 i150.7 i I 73. 1 
-L l ,, S!ALOTOXINA I (0,02 
l +sim 1) 

+ 4. 9 + 4.2 + 7. 9 + 4.8 + 7. 7 + 4.4 - - - .. - -
h 

t 
loiFERENÇA MINIMA 1 o . 5 20. 7 22.4 2 2. 4 29. 6 27. 2 
iSlGHTFICATIVA 

I 
Valores m~dios) desvibs padrões das m~dias ( 5 x), Diferença 

rHnlma Significativa, do consumo de oxigênio, "In Vitro", (ul/g de 

tecido), aos 15, 30. 45, 60, 7$ e 90 minutos, pelo diafragma de ra­

tos, nos diferentes ensaios biolfigicos. 
Os tratamentos seguidos das mesmas letras não diferem, 

nificativamente, ao n~vel de 5% de probabilidade, entre si. 

s l o 
"'--
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TABELA IX:- Consumo de oxiginio. 

~~ 1 2 3 4 5 6 MED !,~/HORA c, .. I OS 

B!OLOGICOS + sx -

ENDUGENO 31 2. o 316. 7 31 3. 7 309.7 322.0 3 2 6. o 316 '6 
+ 5.6 -

E11DóGENQ GLICOSE 77.8 360.5 342.5 3 71 . 7 406.0 380.2 373.1 + + I 9. 3 -

ENDOGENO + SIALOTOX!-
2 5. 1 ll9. 7 1 1 4. 8 98.2 ll9. o 1 o 3. 6 ll3. 4 NA I ( o ' o 2 mg/m1) + - 9. 4 

ENDOGENO + GL!f.OSE + 
Sl/\LOTOXINA l (0,002mg/ml) 198.8 218.0 04.9 1 o 5. 1 21 o. o 21 5. 2 20B.6 

+ c.:! -

ENDÕGENO + GL!COSE + 
SlALOTOXINA I (O ,01mg/m1) 06. o . 90.0 06.8 I O 7 . 6 1 04. 6 1 o 9. 2 l 04. o 

+ 6. 4 -

ENDiJGENO + GL!COSE + 68.1 69.8 50.9 5o. 7 6 7. 3 66.4 6 2" 2 
S"ALOTOXINA I (0,02mg/ml) + 8 . l -

END6GENO + GLICOSE + 
Slr~LOTOXINA I (0,03mg/ml) 41.0 34.0 40. 1 32. 9 3 7 . 1 40. 2 3 7 . 5 

+ 3 . I -

'. " 
.. '. ' 

Valores m~dios, desvios padr6es do consumo de oxig~nio, 

(ul/q de tecido/hora). ''In Vitro'', pelo diafragma de ratos) nos 

diferentes ensaios biol6gicos. 



' 
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TABELA X Consumo de Oxigênio. 

~ 1 2 3 4 5 6 MtDIA/IIORA E 
+ -

8 - sx 

ENDuGENO + INSULINA ~41 . 1 383,4 40 l. 9 409.3 395.4 425.8 409.4 
+ 1 9. l. -

.. ' 

ENDGGENO + GLICOSE + 462. 1 467.0 446.8 468.9 471. 8 449.0 460.9 lliSUL I N.A + 
9 ' " • o 

nmGGENO + GLICOSE + INSU- 1 34. 5 128. o 1 31 . 4 12 8. 9 120.8 l 3 5 • 6 129.8 
LINA + SIALOTOXINA I (o,oz + 4.8 
mq/ml) 

-

Valores mêdios~ desvios padrões do consumo de oxigênio, 
(til/g de tecido/hora), ''In Vitro'1

, pelo diafragma de ratos, nos 
diferentes ensaios bio16gicos. 

• 
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TABELA XI Consumo de Oxigênio. 

~ TRATAMENTO - E N o o G E N o 

·V p 

·I R 

l 
! 
I I 
I 

I I 
r 

. 

l 
\4 

o 
1 5 I 30' 45' 60' 75 1 90' 

A T o s 

1 54.7 1 6 4. 1 233.4 31 2 . o 408.5 4 6 7. o 

2 73.0 160.4 232.4 31 6. 7 361.8 4 71 . 6 

3 61. o 1 44. 9 21 3. 6 31 3. 7 351. 9 <!28.2 

4 51.6 1 36. 4 21 7. 5 309.7 398.2 472.0 

5 63.5 156.4 256.2 322.0 41 o. 6 495.8 

6 59.8 l 5o . 8 228.9 326.0 409.9• 493.6 

60.6 1 52 . 1 230.3 31 6. 6 390.1 4 71 . 3 
r D l A + 6.8 + 9.4 + l 3. 7 + 5. 6 + 24. o + 2 2. 2 - - - - - -

Valores individuais, m~dias e. respectivos desvios padroes 

f~ ' do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de pêso de tecido), , -· X·' ' 
e1n função do tempo ~e incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 
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TABELA XII:- Efeito da gllcose sobre o consumo de oxigênio. 

~TRATAMENTO - E N D o G E N o + G L l c o s E 

~ 
R 

! 

! 
~ 

I 
? 

I 
1 
J 

I 

I 
I " I ,., 
I 
!! 

p 
o 

1 5 ' 30' 45' 60' 75' 90' 

i~ T o s 

1 92.3 182' o 303.9 3 77.8 509.0 6 o 9. 5 

2 80.2 1 86. o 289 .. 7 3 6 o. 5 447.5 G'17.4 

3 82.5 189.4 266.7 342.5 460.9 :.so. 7 

4 78.0 1 7 9. 2 256.2 3 71 . 7 432.2 542.2 

5 87.5 18 5. 5 301 . o 406.0 497.0 594.5 

6 90.1 '184. o 2 95. o 380,2 476,ê 568. l 

t D l A 85.1 184.3 285.4 3 73. 1 470.4 57 3. 7 

+ 5.2 + 3. 2 + 17.7 + 1 9. 3 + 26.7 + 14.0 
- - - - - -

Vv1ores individuais. médias e respectivos desvios padroes 

(si). do consumo de oxigênio (microlitro/grama de c~so de tecido\ 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

lnterva1os de tempo de 15, 30~ 45, 60, 75 e 90 minutos. 
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TABELA XII~- Efeito da Sia1otoxina I (0,02mg/m1) sobre o consu­

mo de oxigênio. 

~ TRATAMENTO - ENDÕGENO + SIALOTOX!NA I ( o 'o 2 mg /m1) 

~ 1 5 ' 30' 45 1 60' 75 1 90' 

R A T o s ' 

1 44.4 75.2 90. o l 2 5 . 1 1 4 3. 3 l 61 . 1 

2 39.4 72.3 89. 2 119. 7 139.0 1 59 . 2 

3 43.5 71.2 83. ,l 11 4. 8 l 3 6. 7 l !) 6 . 5 

4 32.7 6 9 . l 87.3 98.2 1 2 6. 4 1 4 ! . o 

5 29.8 68.0 88.6 11 9 . o 1 38. o l 7 5 . 5 

. . . ' 

6 25.1 53.2 71.4 1 o 3. 6 1 34. 6 I 7 O. O 

!>1 t D I A 
35.8 68.1 84.9 113.4 1 3 6 . 3 l 6 o. 5 

+ 7. 1 + 7. o + 6.4 + 9. 4 + 5.1 + l o . 9 - ·- - - - -

Valores individuais, m~dias e respectivos desvios padrões 

(si)• do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de pêso de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



. 11 7 . 

TABELA XIV:- Efeito da g1icose + Sia1otoxina I (0,002 mg/m1) 

sobre o consumo de oxigênio. 

~ TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + SIALOTOXINA I (O, OOZmgíml) 

' 

"":: 
1 5 ! 30' 45' 60' 75 1 90' 

M 

1 41.5 1 o o . 9 15 4. 7 198.8 258.3 308.3 

2 46.1 1 o o. 5 15 9. 5 218.0 276.4 316.8 

3 43.0 9 6. 1 162.5 204.9 254.9 31 o . 6 

4 46.4 1 o 2. 6 1 6 o . 1 2 o 5. 2 275.6 31 8. o 

5 42.1 94.1 1 51.9 21 o. o 260.1 321. 3 

6 48.6 104.0 1 6 3. o 215. 2 266.~ 31 o . 6 

t o I A 
44.6 99.7 158.6 208.6 267.0 314. 2 

+ + + + + + 
- 2.5 - 3. 4 - 4. o - 6. 5 - 6.9 - 4. 6 

Valores individuais, midias e respectivos desvios padroes 

(si), do consumo de oxigênio (microlitro/grama de p~so de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



TABELA XV:- Efeito da g1icose + Sia1otoxina I (0,01 mg/m1) 

sobre o consumo de oxigênio. 

~ TRATAMENTO - ENDOGENO + GLI COSE + SIALOTOXINA I 

( 
~~ 

/) 

o 
1 5 ' 30' 45 1 60' 75' 

.. 
A T o s i': ' 

l 30.6 63.6 84.8 1 o 6. o 1 20. 6 

2 28.8 50.4 7 2. o 90.0 1 o 7. 2 

3 27.5 58.5 86.1 106.8 1 1 3 • 7 

.. 
4 22.8 65.2 84. 1 1 o 7 • 6 120.6 

5 22.8 58.8 85.2 1 04. 6 1 1 7 . 7 

6 28.0 62.0 86.0 1 o 9. 2 115. ~ 

r A 
26.7 59.7 . 83. o 1 o 4. o 115.8 

11 o , ' + + + + + 
2. 9 4.8 - 4.9 - 6. 4 - 4. 6 

.. 

. 11 8 . 

(0,01mg/m1) 

90' 

140.2 

1 2 6. o 

1 4 8 . 1 

143.5 

l 3 o . 7 

118. 8 

i 3 6. 2 
+ - g. 1 

Valores individuais~ m~dias e respectivos desvios padr6es 

(s~). do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de pêso de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



TABELA XVI Efeito da g1icose + Sialotoxina I (0,02 mg/m1) 

sobre o consumo de oxigênio. 

. 119. 

~. TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + SIALOTOXINA I (0,02mg/m1) 

1 5 ' 30' 45' 60' 75' 90' 

R P. T o s 

1 1 7. 7 32.0 53 . 3 68. 1 88.8 96.0 

2 20.7 36.4 52.5 69.8 86.9 99.9 

3 15. 9 25.7 40.7 50.9 71 . 1 94.7 

I 
4 20.3 27.1 33.9 5o. 7 7 4. 1 87.9 

5 1 6. 3 36.7 52. o 67.3 82.6 98.0 

I 6 18.6 35.0 58. 1 66.4 77 .8 • 94.6 

' I >I 
r D I A 

18.2 32. 1 48.4 62. 2 80.2 9 5 . l 
+ 1.8 + 4.3 + 8.3 + 8 . 1 + 6. 4 + 3. 7 - - - - - . 

' 

! s-) do 
' X ' 

. 

Valores individuais, m~dias e respectivos desvios padrões 

consumo de oxig~nio (microlitro/grama de p~so de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



TABELA XV!t- Efeito da g1icose + Sia1otoxina I (0,03 mg/ml) 

sobre o consumo de oxigênio. 

. 11 o. 

~ TR.4TAMENTO - ENOOGENO + GL!COSE + S!ALOTOXINA l (0,03mg/m1) 

~ 
p 

o 

15' 30' 45' 60' 75 1 90' 

R A T o s 

1 14. 7 27.0 34.2 41 . o 46 .1. 4 9. 7 

2 1 3. 5 24.5 30. o 34.0 37.5 46.3 

3 1 5 . o 28.7 36. 7 40. 1 43.1 46.8 

. 
4 1 4. 8 24.4 29.6 32.9 36.2 42.8 

5 1 2. o 26.1 31.1 3 7 . 1 39.2 42 .1 

6 1 5 . 1 27.2 34.0 40.2 4'4. 4 47.1 

11 r o I A 1 4. 1 26,3 32.6 37.5 41.1 45.8 
+ 1.1 + l.5 + 2.5 + 3. 1 + 3.6 + 2. 5 - - - . -

Valores individuais. mêdias e respectivos desvios padr6es 

(s~) ~do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de pêso de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

interva·los de temoo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 
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TABELA XVIII:-Efeito da insulina sobre o consumo de oxigênio. 

~ TRATMIENTO - E N o o G E N o + I N s u L I N A 

~ 
.D 

o 

~os 
l 5 \ • 30' 45' 60' 7 5 ' 90' • 

I 

I 
l 
l 
i 
i· 
' I 
j 

I 
I 
I 
I 
L 

I 
I 
I 

1 1 3 3 • 1 235.8 322.2 441.1 521 . o 593.3 

' 1 2 7 . 3 220.5 285.6 383.4 481 . 3 589.8 '· 

3 1 3 3. 9 2 31 . 1 31 7. 7 40 l. 9 451 . 7 598.4 

4 1 31 . 1 226.5 3 21 . 8 409.3 4 72.8 594.4 

5 131.6 217. 1 289.5 395.4 494.8 596.0 

6 128.0 218.3 302.4 425.3 489' 1' 589.8 

H t D I A 1 3 o' 8 224.8 306.5 409.4 485.1 593.6 
+ 2.4 + 6.8 1 4 . 9 + 1 9 . 1 + 21 . 1 + 3 . 1 - - - - . 

Valores individuais, m~dias e respectivos desvios padrões 

(si), do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de pêso de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



I 
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T.i\SELA XIX Efeito da glicose +insulina sobre o consun10 de oxigênio. 

TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + INSULINA 

< " 

1 5 ' 30' 45' 60' 75' 90' 
R A T o s 

1 1 7 4. 6 294.7 356.6 462.1 545.9 644.9 

2 1 6 3. 1 287.4 372.8 467. o 546. 1 6 2 7. 6 

3 1 53. 9 288.7 364.4 446.8 548.4 647.8 

4 153.4 248.2 3 5o. 5 468.9 530.7 636.7 

5 150.6 229.7 3 31 . 4 4 71 . 8 544.6 683.7 

6 149.8 237.6 339.8 449.0 5 51 :2 630. l 

M t D l A 
1 57 . 6 264.3 352.5 460.9 544.4 645. l 

+ + + + + + 
8. 7 - 26.5 - l 4. o - 9.6 - 6 . 5 .• l 8. 7 

Valores ind·ividuais, m~dias e respectivos desvios padrões 

(s~)~ do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de p~so de tecido), 
em função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

intervalos cte tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 



TABELA XX Efeito da glicose + insulina + Sialotoxina I 
(0,02 mg/ml) sobre o consumo de oxigênio. 

• I 2 3 . 

i 

~ TRATM1ENTO ENDÕGENO + GLICOSE + INSULINA + S!ALOTOXIND, - I (0,02mg/i 
m I ) I 

1 5 ' 30' 45' 60' 75' 9 o ' 
R A T o s 

l 38.0 67.4 114. o 1 3 4. 5 1 61. 1 176,5 

2 24.0 60,0 94.0 1 28. o l 4 2 . o 1 6 6. 8 

3 34,8 73.4 1 o 4. 4 1 31 . 4 1 5o. 8 1 7 o . 1 

. 
4 25.2 64.8 1 o 8 . 1 1 28. 9 1 5 l . 3 1 8 o • 1 

5 30.4 63.4 96.9 1 2 o. 8 140.4 l 7 o . 5 

6 29.5 6 9. l 115. o l 3 5. 6 .1 59. l l 7 4. 8 

'I r D I A 
30. 3 66.2 1 o 5. 4 129.8 1 5o . 7 1 7 3 . 1 

+ 4.9 + 4. 2 + 7. 9 + 4.8 + 7 . 7 + 4.4 - - - - - -

Valores individuais, m~dias e respectivos desvios padrões 

(si), do consumo de oxig~nio (microlitro/grama de p~so de tecido), 

en1 função do tempo de incubação do diafragma de ratos, obtidos nos 

Intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos. 

I 

'! 

' ' • 
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Ti\BELA XXI:- Efeitos da Sia1otoxina I sobre a Incorporação da 

Glicose. 

~ 
GLI COSE+ SI GL!COSE + S I GL!COSE + SJ GLICOSE+ SI 

GLICOSE ALOTOXINA I - ALOTOXINA I - ALOTOXINA I ALOTOXINA I 
OJ' (0,002mg/m1) (O,Olmg/ml) (0,02mg/m1) (0,03mg/m1) 

1 1. 62 1 . 28 1. 13 0.81 0.60 

2 1. 72 1. 29 1. 08 0.83 o-59 

3 1. 68 1 . 41 1. 08 1. o 1 0.44 

4 1 ' 7 2 1. 36 1. 12 o. 95 o. 45 

1. 65 1. 41 1. 12 0.86 o • 59 

6 1. 63 1. 30 1. 1 o o. 91 0.48 

l~tD I AS 1. 67 1. 34 1. 1 o 0.89 o. 52 

( s- ) + + o' 05 + o . o 1 + o. 06 + 0.06 + - 0.04 - - - -
- X 

• 

Valores individuais e m~dios, seus respectivos desvios 

padrões, da Incorporação da Glicose 11 In Vitro'1 (micrograma/rng/ 

tecido/hora) pelo diafragma de ratos. 

--
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TABELA XXII:- Efeitos da Insulina é da associação da Insulina+ 

Sialotoxina I sobre a Incorporação da Glicose. 

l 1. 62 2.21 l. 48 

2 l. 72 2.53 l. 44 

3 l. 68 2.34 l. lo 

4 1.72 2.48 l. 1 o 

5 l. 65 2.55 l. 30 

·--4-----11--------+-------1 
6 

MtDIAS 
+ ( s- ) 
- X 

l. 63 

l. 67 
+ - 0.04 

2.43 

2.42 
+ - o. 11 

l. 26 

l. 28 
+ o. l 4 

• 

Valores individuais e m~dios, e seus respectivos Jesvios 

padrões~ da Incorporação da Glicose "In Vitro'' (micrograma/mg/te­
cido/hora) pelo diafragma de ratos. 


