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1. INTRODUCAD

A importancia fisioldgica das glandulas sali
vares tem sido demonstrada atraves de inUmeras pesquisas, sen-
do que a majoria delas refere-se 5 sua atividade exocrina. En-
tretanto, a partir do final do seculo passado, procurou-se tam-

hem relaciona-las como Grgaos de secrecdo interna,

Assim, tem sido observado que as glandulas
salivares, alem de apresentarem interacdes enddcrinas com diver
sas outras glandulas, tambem interferem na atividade metabolica

de diversos Orgaos.

Embora alguns trabalhos ja tivessem revelado
a estreita reiagao entre as g]%ndu1as submandibulares e paroti-
das com © metabo?éémo de carboidratos {FARRONI, 1911, UTIMURA,
1927; HIKI et alii, 1929, 1930, 1932 e 1934), somente a partir
Ede 1934, com os trabalhos de OGATA, criou-se a possibilidade de

analisar melhor esta relacao.

Dessa forma, procurando demonstrar a inter-
re?ag&o entre as g]&ndu%as salivares e o pgncreas, TAKLZAWA
{1954) e OGATA (1955) observaram que a auséncia das glandulas
paratidas e submandibulares induzia a uma hiperplasia das célu-

tas beta do pancreas.

TAKADORO et alii {1955) verificaram em cdes
que a curva de tolerancia a glicose era aumentada pela adminis-

tragao do Parotin segquida da ingestao de glicose,



Na mesma epoca, HILL {1955) obteve das glin
dulas parotidas bovinas um fator hiperglicemiante extremamente

ativo em ratos,

HALMOS & SOMOGIY (1962) demonstraram um si-
nergismo entre pancreas e glandulas salivares, relatando a pre
senga de uma hipertrofia compensadora das parotidas ao CHYrso

das hipofun¢oes das ilhotas de Langerhans,

Acoes hipag?fcemiantes de extratos de glan-
dulas salivares tem sido relatadas (FLEMING, 1962; HOSHIND et
alii, 1976; GUIMARAES et alii, 1879).

Desse modo, varios estudos tém concorridopa
ra demonstrar a influencia das glandulas salivares no metabo-

Tismo de carboidratos.

A presenca de numerosos peptideos biolagica
mente ativos, incluindo varios hormSnios, nas glandulas saliva
res chamou a ateﬂcao de muitos pesquisadores gue procuraram
estabelecer de maneira mais objetiva a importéncia destas glan

dulas com atividade de brgdos endocrinns.

Varias pesquisas indicaram gue alguns pepti
deos produzides por estas glandulas sao similares, se nao iden
ticos, aos hormdnios produzidos pelas celulas endocrinas  nas

iThotas pancreaticas e tratogastrointestinal.

Assim, OBATA et alii (1944 e 1945) ¢ ITO
{1954) ac injetarem distintas fragﬁes de parotidas bovinas em
coe?hos;"abservaram_que uma.de1as acelerava 0 crescimento de
tecidos duros e reduzia os niveis sericos de calcio, a qual

recebeu a denominacao de Parotin.



TAKIZAWA {1954}, OGATA (1955) e ITG (1960}
dempnstraram que as gl&ndu?as parotidas éram a principal fonte
de uma substancia, por eles denominada de “Hormdnio Salivar Pa
rotin", discretamente auxiliadas pelas gl&nduias submandibula-
res, € gue as g?ﬁndu]as sublinguais n§0 participavam dessa fun

Ca0.,

A existencia de glucagon imunorreativo nas
glandulas salivares de ratos foi descrita pela primeira vez

por SILVERMAMN & DUMBAR (1974).

Outras pesquisas confirmaram também a pre-
senca degte fator nas giéndu?as salivares de humanos, o gual
difere do glucagon pancreatico ou gastrointestinal, por ser
insnluvel em alcool, como tambem pbi ser uma molacula de alto

neso molecular,

Desse modo, LAWRENCE et aldii (1975) consta-
taram e isolaram um fator hiperglicemiante, encontrado nas
g?&ndu?as submandibulares de camundongos, ratos e coelhos, que
' foi denominado de glucagon salivar., A administragéo intraveno-
sa desse fator, produziu efeito comparavel ao obtide com o do
glucagon pancreatico. 0 efeito hiperg?icémicog provocado pelo
glucagon salivar era mais prolongado e os estimulos basicos cue
promoviam a secrecao do glucagon pancreatico provocavam tambénm

a liberacas do glucagon salivar.

MYATA, YAMAMOTO & YAMAGUCHI (1978) verifica
ram que a concentracao plasmatica de glucagon permanecia nor-

mal em alguns pacientes submetidos @ pancreatectomia.

A presenca de uma substancia semelhante &
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insulina na saliva humana, foi detectada por DOI et alii {1978),
denominada de "insulin-like", cuja concentracao aumentava apos

a administracao oral de glicose.

MURAKAMI, TANIGUCHI, & BABA {(1982) demonstra-
ram, através da técnica de filtracdc em gel imunorreativo a
oresenca de "insulin-Tike" ne extrate de parotidas, de acan se-
melhante & insulina pancreatica. Esses autores, utilizando-se
de anticorpos anti-insulina, confirmaram, "in vitro", a Sua

biossintese nas glandulas parotidas humanas e de ratos.

Confirmando-se, ainda. a'teoria enddcrina
das glandulas salivares, PHILLIP, SMITH & PATEL (1984), atra-
vés do uso de tecnicas de radicimunoensaioc e  Jimunocitoguimica,
concluiram que as glandulas pardtidas de ratos machos possuen
uma pmpu]a¢§o de celulas gue produzem o “"insulin-like". Observa
ram que estas celulas produtoras de insulina se encontram prin-
cipalmente ao longo dos ductoes intercalares, e em menor quanti-
dade, nos acifos. Esses dados sugerem que estas glandulas opos-

‘sam ser uma fonte adicional extra-pancreatica de insulina.

Muites outros fatores foram isolados das
g?§ndu?as salivares, provenientes, na sua majoria, das glandu-
las submandibulares de camundongos machos. Entretanto,  muitos
deles ocorrvem tambem nas gl%ndu?as submandibulares de outras

gspecies {ratos, cdes, hois, etc.).

Gutras pesquisas tem sido feitas no sentido
de se determinar as caracteristicas quimicas e biologicas de po
lipeptideos biologicamente ativos, fsolados das glandulas sali-
vares, bem como sua localizagde, sintese e seu possivel papel

fisiologico.
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Fstes fatores t%m sido agrupados em diferen

tes categorias: 10) os gue atuam sobre o crescimento e a dife-
renciéc%o celular; 20) os relacionados com a homeostase; 30)
05 relacionados com a reguiacﬁo intracelular e 49) os relacio-

nados com a digestio (BARKA, 1980).

Assim, COHEN (1960) isolou um fator de cres
cimento nerveso (NGF) do extrato de g1$ndu]as submandibulares
de camundongos. 0 mesmo COHEN (1962) isolou também destas glan
dulas um outro polipeptideo, o fator de crescimento epidermal

{EGF).

Dentre outros principios ativos isolados das
glandulas sa1i§ares, observam-se: o Tator hipertensivo [WERLE,
VOGEL & GOLDEL, 1957)50 fator de crescimento das células cardi
acas (BAST & MILLS, 1963)sa renina parcialmente purificada {WER
LE; TRAUTSCHOLD & SCHMAL, 1963); o fator de crescimento de cé-
Tulas do tubo neu}al (ADLER & NARBAITZ, 1965) e o fator que es

timula a proliferacdo de celutas epiteliais (JONES, 19686).

Com © proposito de se . isolar e identificar
alguns fatores toxicos das glandulas submandibulares de camun-

dongos machos, inumeras pesquisas foram realizadas.

A confirmac§0 da existéncia de fatores toxi
cos salivares com efeito 1eté1 foi possivel pelos trabalhos des
critos por HOSHING & LIN (1968, 1969 e 1970), LIN & HOSHINO (1969) e
LIN & HOSHING {1970) atraves de transplantes de glandulas sali
yares de camundongos machos e fémeas {previamente tratadas com
testosterona) para animais adultos, de varias especies, inclu-
indo camundengos; ratos, coeihos e roedores "Mongolian" e, gue

devido as suas acoes, esses Tatores foram denominados de fatores letais.
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0 fator ietal & androgeno~dependente (LIN &
HOSHINO, 1869) e parece ser produzido nos tibuljos secretdrios
das glandulas submandibulares (HOSHINO & LIN, 1970) e abolido
pela 1igac§o dos ductos excretorios destas g]ﬁndu]as; como foi
demonstrado por HUANG, HOSHINO & LIN (1972).

PINHEIRO (1985) isolou das glandulas Sub- o
mandibulares de camundongos machos varias substidncias de natu-
reza toxica com atividade letal e devido a esta propriedade e
3 sua origem, foram denominadas de Sialotoxina I, II1, IIT e IV,

Recentemente, PINHEIRO (1985) verificou gue
do ponto de vista gquipico e estrutural as Sialotoxinas* dife-
rem de outras substﬁncias toxicas descritas das glandulas sub-
mandibu?afes, consideradas proteinas, Pelos seus resultados ,
esse autor sugere que as Sialotoxinas sdao substancias comple-
xas, de baixo peso moleculayr, contendo radicais aromaticos e
carboidratos.

A descoberta das Sialotoxinas despertou o
interesse da Area de Fisiologia e Biofisica da Faculdade de
.Odontologia de Piracicaba da UNICAMP, iniciando uma serie de
trabalhos com estas toxinas, como mais uma Tinha de pesquisa
a ser desenvolvida,

Assim sendo, AGOSTINHO {1987) demonstrou
uma significativa diferenca na DLy, da Sialotoxina I, entre ca
mundongos machos e femeas, sendo as fémeas mais sensiveis que
os machos. Foram observadas tambem diversas manifestagoes ¢
nicas nestes animais, como: hiper~excitabilidade, apatia, polil

iria, convulsges e morte,

) Ate entao (PINHEIRO, 1985:; AGOSTINHO, 14987) as  Sialotoxinas
eram consideradas como peptidens,
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O0s resultades ate agora obtidos servem como
incentivo, no sentide de se pesquisar o papel bioldgice das
Sialotoxinas, permitindo ampliar os conhecimentos sobre a  im-

portancia fisiologica das glandulas salivares.

Por outro Tado, inlmeras pesquisas sobre as _
alteracoes no metabolismo de carboidratos, "in vitro”, tém utf

tizado o musculo diafragma de ratos {GEMMILL, 1940 e 1941).

0 diagrama foi empregado tambem por GEMMILL
& HAMMAN (1541); HECTER, LEVINE & SOSKIN (1941); STADIE & ZApp
(1947} KRAHL & CORI (1947}; CORKILL & NFLSON {1947); VERZAR &
HENNER (1948) e VILLEE & HASTINGS (1949),

A taxa de captacdao de glicose pelo diafrag-
ma de ratos “in vitro”, sob varias condicoes experimentais, su
gere que este musculo serve como uma medida da atividade do
sistema hexoquinase {WALAAS & WALAAS, 19%52; KIPNIS & CORI,
1958},

Foi verificado tambem que. o diafragme de ra
te 2 um musculo sensive] as peguenas concentraces de insulina
no meio, de tal modo que sstudos realizados com este tecido,
“in vitro”, tem fornecido subsidios sobre o modo de ac50 da in

suline (RAFAELSEN, VILMA & RENOLD, 19865).

Assim sendo, o diafragma ainda continua sen
do utilizado como uma preparacéo viavel aos estudos que envol
ven captacao, penetracao e uti}izac§0 de glicose, sob varias
condicgdes experimentais, como demonstram o$ trabalhos de WARD-

ZALA & JEANRENAUD {(1981) e WANG (1985),



.1, Proposicao

Estudos realizados sobre a atividade respi-
ratoria de diferentes tecidos, atraves do sistema manométrico
e da ?ncorporacgo de glicose, fIn Vitro", em presenca de dife-
rentes snbsténciasﬁ-tém contribuido com importantes subsidios

para uma meihor compreensao do metabolismo de carboidratos.

Desse modo, tentando correlacionar o efeito
toxico da Sialetoxina I com o metabolismo de carboidratos, pro

pusemc-nos a analisar "In Vitro":

1. 0s efeitos da Sialotoxina I sobre o con-

sumo de Oxigenic, pelo diafragma de ratos;

2. 0s efeitos da Sialotoxina I sobre a 1in-

corporacac de glicose, pelo diafragma de ratos.






2. REVISTA DA LITERATURA

2.1, Blandulas Salivares e Seus Fatores Ativos

A partir da descoberta da calicreina nas
g?%néu?as salivares por WERLE & RODEN (7936), extensas investi-
gagﬁ%s, tanto "In Vive" quanto “In Yitro™, tém despertado gran-
de interesse no estudo.das g?§ndu1as salivares, possibititande

nelas a identificacao de muitos fatores ativos.

A demonstracao da atividade da fosfatase aci
da, através de analise histoquimica dos gyanu%os secretorios dos
ductos gr&nuiosos.dasnggndu1aS salivares de camundongos, foi
feita por JUNQUEIRA et alii (1948). TFoi verificado que a ativi-

dade dessa fosfatase era cerca de duas vezes e wmela maior nos

camundongoes wachos do cue nas fémeas.

A.pfoducéo de proteases androgeno-dependentes
nas glandulas submandibulares tambem fol descrita por  SREERNY

et alii (1955) & SREEBNY (1960).

A presenca da ribonuclease nos tubulos grany
Tosos das glandulas submandibulares de camundongos foi  demons-

trada por MAYNER & ACKERMAN (1963).

Foram isoladas, das g}%nduias submandibula-~
res de Fatos ¢ camundongos, diferentes enzimas, ou seja: al
quatro a seis isoenzimas.de ‘tripsin-Tike” (CKFORS et Calii,
1967, EKFORS et alit, 1922; FKFORS & HOPSU-HAVU, 1972) e duas proteases A e

D (SCHENKEIN et alii, 1969, 1974 & 1977), tendo sido demonstra-
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do que essas enzimas, alem de hidrolisarem as ligacdes arginil
das proteinas, apresentavam atividades guimioliticas, devendo

estar relacionadas filogeneticamente com as calicreinas e nio

parecem ser androgeno-dependentes.

A grande atividade amilasica das glandulas
submandibulares de camundongos foi observada por SWIGART et

alit (1965}, sendo mator nos machos.

A reducae da atividade da amilase ewm ani-
mais castrados e o sey aumento atraves da administracao de tes
tusterona as iemeas e em camundonges machos castrados, foi re-

tatado por SHEAR et alii {1979).

Dentre o5 diversos fatores produzidos pelas
giandulas submandibﬁlares de camundongos machos, o Fator de
Crescimento Nervoso {NGF) & um dos majs estudados. Sua impor-
iaﬂcia esti relacionada ao desenvolvimento e manutencao da in-
tegridade funcional do sistema nervose simpatico e de alguns
neurdnios sensitivos (COHEN, 1960). A sua purificagao, a par-
tir da glandula submandibular de camundongos machos, foi prece
dida pela purif?cacgo.do Fatar de Crescimento Nervose, extrai-

do do veneno de cobra por COHEN & LEVI-MONTALCINI (1956).

LEVI-MONTALCINI & BODKER (1960} observaram
que a administracao do NG?; parciaimente purificado, a ratos
recem-nascidos e camundongos causou um acentuado retardo no

crescimento e perda de peso.

Posteriormente, foi demonstrade que a  con
centracia do fator de crescimento nearvoso nas glandulas subman

dibylares de camundongos & muito menor nas femeas do que nes



machos e e também testosterona-dependente (LEVI-MONTALCINI &

ANGELETTI, 1964).

Apos a identificacao do NGF, COHEN {1962) i
soiou & caracterizou das gEénduTas submandibulares de camundon
qos macﬁas, outro'poiipept?deo, denominado Fator de Crescimen-
to Epidermal (EGF). Foi verificade gque o EGF, gquando injetado
g#m ratos ou camundongos recem-nascidos, acelerava a BrUBCAD

dos incisivos, como tambem, a abertura das palpebras.

Foi observado .gque a concentracao do Fator
de Crescimento Epidermal (EGF) aumenta rapidamente apos a pu-
berdade (BYYNY; ORTH & COHEN, 7?72}, g que a sua ideRtificacao
na g?éndu¥a e possivel em torno do 200 dia apos o nascimento

(GRESIK & BARKA, 1977 e 1978},

0 EGF tem sido amplamente empregado, experi
mentalmenté, devido sua importaﬂcia no controle da replicacao
de celulas neoplasicas, como tambem devido & sua participacio
no sistema mediador-receptor para hormonios peptidicos (CARPEN

TER & COHEN, 1979},

ATTARDI et alii {1965) e ATTARDI & SCHESIN-
GER\(1957); identificaram e isolaram o Fator de Crescimento
Mesodermal das glandulas submandibulares de camundongos, que
apresenta o efaito de estimular o crescimento de cefulas mesen
quimais e promover a?teracﬁes nas fibras musculares, com perda

de miosina e cvartilagens,

ADLER & NARBAITZ (1965) noticiaram a exis-
téncié do Fator de Crescimento de Tubo Neural, observande que

adiches de extratos de glandulas submandibulares de ratos  em
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culturas de tubo neural de ambrices de galinha, "In Vitro", con
tendo esse fator, resultavam na abertura dorsal com crescimento

irregular 2 hiperpiasico.

Posteriormente, JONES (1966) e JONES &
A&WODD-SMiTH (1870}, postularam que as gTéndu?as submandibula
res de camuﬁdongos eram responsaveis pela producao do Fator de
Crescimento Epitelial o qual estimula a proliferacdo de  céelu-

Tas epiteliais em cultura de 0rgaos.

Fafores axtraidos das g}andu?as submandibulz
res de camundongos e das glandulas parotidas bovinas, guando fn
jetados em camundongos recem-nascidos e adultos, produziram cres-
cimento hiperplasico e hipertrofico de celulas endoteliais  en
diferentes orgios, e foram denominados de Fator Estimulante do

crescimento Endotelial {(HOFFMAN et alii, 1876},

HUTSON, EVANS & FOWLER {1979) sugeriram que
as glandulas submandibulares e sublinguais . de camundongos secre
tam, atraves da saliva, uma substancia gue auxilia no processo

de cicatrizacio, a qual foi denominada Fator {icatricial.

0 importante papel das glandulas sativares
com a homeostase tem sido pesquisado e avaliado. Assim, WERLE,

VOGEL & GOLDEL (1957) identificaram um principio ativo nas glan
dulas submandibulares de camundongos, gue provocava hipertensao
de Tonga duracan, gquande injetado em camundongos ou em cachor-

TS,

0 fator hipertensivo foi tambem demonstrado
por TURRIAN (1960}, gquando verificou que o extrato de glandulas

submandibulares de camundongos, incubado com soroc de rato, pro-



duzia um fator semelhante & angiotensina.

Do mesmo modo, COHEN et a?if (1872} obtive-
ram das g?Snduias submandibu?ares-de camundongos machos duas
enzimas {glico-proteinas), na forma pura e estavel, semelhantes
5 renina; As duas enzimas: renina A e renina C demonstraram uma

potente atividade hipertensiva em ratos, diferindo um pouce am

sua composican de aminoacidos.

A presenca da renina tambem fol demonstrada
em glandulas submandibulares de ratos por GUTMAN, LEVI &

SHORR {1973).

As calicre¥nas das gl%ndu?as salivares, co-
mo fatores homeostaticos, foram também analisadas por  HILTON
{(7970) = SCHALHTER (?é?ﬂ), quando demonstraram que as mesmas
Tiberam, de um modo rapide e especifico, um decapeptidec biolo
gicamente ativo, a lisil-bradicinina, potente enzima vasodila-
tadora, ?jqua1 tem sido atribuido ihportante~pape1 na regula

Cao local do.fluxo sanguineo das glandulas salivares.

Uma possivel interacac entre as  glandulas
submandibulares e sistema linfoide tem sido tambem pesguisa-
da, admitindo-se a existéncia de fatores que afetam o sistema

1infoide em-geral e, particularmente, o timo.

A administ?agge do Fator de Crescimento Ner
vasa;-parcia}mente purificado, das g1§nduias submandibulares de
camundongos, reduziu o peso.do timo, e o numerp de linfhcites
do timo., nodulos 1inf§tic03'e baco (BUEKER & SCHENKEIN, 14984 ¢

1955},

Resultados opostos foram obtidos por BELAN-



A5

GE (1975}, guando cbservou gque injecac de extrato de glandulas
sybmandibulares e sublinguais causaram um estimulo imunplcgico
nos tecidos tinfoides, mas ndo atrofia do timo, baco ou npdu-

Tos Tinfaticos.

0 Fator de Inducao 5 Granulocitose foi cons
tatado por ANGELETTI et alii (7965), que ohservaram que o mes-
mo, quando injetade em camundongos e coelhos, provocava um au-
mento no numero de leucocitos polimorfonuclieares, dentro de

duas & tres horas.

SHERIDAN & STANLEY {(1971) descreveram a pre
senca de um fator denominado de Fator Estimulante de Colonias
da Medu1a 5ssea_ Demonstraram que a conceﬁtracgo desse fator
era mais alta nas g??ndu?as submandibulares de camundongos do
gque nos outros tecidos. Constararam tambem, através da sua pu--
rificééﬁc,“que a sua.concentrac%o era de tres vezes maior nas

glandulas dos animais machos do que nas femeas.

As glandulas salivares de camundongos, de
ambos oS sexgs, apresentam uma proteina tipica com atividade

de suprimir as mitoses celulares (BARKA, 1973).

ARRUDA VEIGA (7979) isolou um peptideo do
gxtrato de glandulas submandibulares de camundongos machos,
shservande que, gquando injetado, subcutaneamentej possul efei-
tos capazes de provocar poliuria e albuminiiria, alem de uma

sarie de alteracoes nas estryuturas renais.



2.2, Glandulas Salivares e Seus Fatores Letais

A presenca & a identificacdao de fatores to-
xicos foram possiveis através da injecdo de extratos de glindd
1as submandibulares de camundongos machos, adultos, como tam-

bem atraves de transplantes das referidas olandulas.

Diante dos sintomas apresentados pelos ani-
mais injetados e/ou transplantados, concluiu-se de cus deveriam e-
xistir pelo menos dois fatores toxicos distintos, denominadas:

Fator Letal e Fator Hemopragico.

ASsim, COMEN (1962) obteve através da admi-
nistrag%o do extrato de g?&ndu?as salivares de camundongos ma-
chos, aduitos em camundongos rec§m~nascidoss uma Série de
alteragOes, nesses animais, induzidas por esse extrato. Assim,
injegtes subcutgneas, de 1 a 2% do extrato glandular, proveca
‘ram abertura precoce das paipebras e erupcao dos dentes incisi
vos de animals recem-nascidos, acentuada parada no crescimento
e inibi¢cao no crescimento dos pelos. Entretanto, verificou- se
que uma unica injagao_de 5% do extrato foi suficiente para

provecar um efeito letal.

D mesmo pesquisador observou ainda yue a ad
ministracao dos extratos glandulares (10%) obtidos de glandu-
1as submandibulares de camundongos fémeass adultas, nao exer-
cey nenhum efeito no désenvoivimentos dns camundongos recen-

nascidos & nem efeito letal.

Posteriormente, ANGELETTI et alii (14965 )



utilizando-se de homogeinizados de glanduTas submandibulares de
camundongos machos, adultos, administrados em camundonges adul

tos, verificaram a presenca de Tator letal nestas glandulas.

LIUZZI & ANBGELETTI {1948) observaram, atra-
ves da dialise de extratos crus das glandulas submandibulares

-]

de camundongos machos, em tampio TRIS-HCY 50 mM, pH= 7,2 que
nao havia nenhuma mudanga aprecilvel do nivel de toxicidadg su
gerindo esse dado que o componente toxico deveria estar associ
ado a macromoleculas, ﬁossive?mente de natureza proteica. Na
tentativa de localizar os componentes toxicos desses extratos,
realizou~se fracionamento em colunas "Sephadex G-100" pH  neu-
tro & verfficaram gque algumas fracaes eram acentuadamenie mais
toxicas que outras, sende a fraqgo E a mais toxica. Doses sub-

letais dessa fracao tiveram um efeito significativo no retarda

mente do crescimento de camundongos recem-nascidos. Foi verifi
cado gue a fracao E e letal em altas doses; todavia, em doses
menores, o seu efeito t6xico afeta alguns Orgloes, principalmen

Fe oo timn.

Numerosos trabalhos tem demonstrado diferen
tes tipos de fatores toxicos das glandulas submandibulares de

camundongos machos.

A presenca, do fator ltetal nas glandyias
submandibulares de camundongos machos foi observada tamben nos
estudos realizados por HOSHING & LIN (1968}, quando verifica-
ram que o transplante destas glﬁndu}as, em camundongos  hospe-

deiros, produzia efeito tetatl.

Assim, esses autores verificaram que 0



transplante de glandulas submandibulares de camundongos machos

provacava 854 de morte em hospedeiros machos e 100% em hospe-

ut

deiros fémeas. Quando os doadores 2 hospedeipss eram  Témeas
todos os hospedeiros sobreviviam. Foi tambem demonstrado  gue
transplantes de glandulas pardtidas ou sublinguais nao provoce

vam morte de nenhum hospedeire, independentemente do sexo.

HOSHINO & LIN (1969) demonstraram,  tambem
que o efeito letal, alem de nao ser. observado no  transplante
de g?ﬁndu?as submandibulares de camundongos 'Fémeass O mesmo
acontecié quando 0s doadores eram camundonges machos imaturos.
Fsses resultados sugeriram que a manifestacao do fator tetal
deve estar‘dir&tamemte relacionada a maturacdo sexual do doa-
dor macho (camundongo);e que, pode ser devido & influencia
dos hcrmﬁnios'sexuais-magcuTiﬂos, Observpu-se, ainda, que a
sialoadenectomia bilateral das g]ﬁndu?as submandibultares resyl-
tou em alta mortalidade dos camundongos machos imatures & fé-

meas adultas.

LIN & HOSHINO (1969) procurande demonstrar
que, efetivamente, o fator letal & dependente da a¢§0 da  tes-
tosterona, obseryaram gue os transplantes de g??ndulas subman-
dibulares obtidas de camundongos machos imaturos e de fEmeas
adultasg exerciam efefth Tetal em camundongos machos e fémeass
desde gque os doadores fossem pre-tratados com testosterona. Ve
rificaram, tambem,que o pr§~t%atamento‘com gstradiol em camun-
dongos machos, imaturos e adultos, ﬁ%ﬁ alterou os resultados
dos transplantes glandulares obtidos sem a administrac§o des-

se horménio.

LIN & HOSHIND {1969) verificaram também, que
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o transplante Subcutaneo dessas g}§ndu1as salivares (submandi-
huylares), em camundongos machos, provocava, alam de outras rea
c5es; hematoma Jocal e severa hemorragia sistemica, o que nio
gcorria quando o enxerto era intfaperitonea1, Observaram, ain-
da, que a taxa de mortalidade ndo teve diferenca, significati
vg entre os dois tipos de transplantes (subcutineo e intraperi
toneal), mas que os sintomas observados nos hospedeiros  foram
acentuadamente diferentes, particularmente, guantc ap fenomenc

hemorragico.

HOSHING & LIy (1969 ¢ 1970) investigaram os
efeitos seletivos da testosterona e isoproterenol sobre a rege
nérag%a ﬁés g?§ndu1a3 submandibulares transplantadas para ca-
mundongos machos e fgmeas  adultos, tendo como doadores femeas
adujtas. 0Os dédos obtidos demonstraram que a testosterona e o
isoproterenol~-HC1 podem exercer efeitos estimulatorios especi-
f?cbs sobre os diferentes compohentes de tecidos submandibula-
res, agindo a festosterona sobre a regene?éé&o dos tibulos se-

cretorios e o isoproterenol sobre as celulas acinares,

Estas investnmcﬁés," possibilitaram, ainda ve
rif&car.a capacidade de sobrevivéncéa do tecido glandular, nac
spmente para regenerar 0s tﬁbu?cs secretorios, mas tambem pEra
vrecuperar a sua atividade bielogica especifica, tal como o
gfaity Teta?,.ﬁssiﬁ; é§”£;$ﬁ§p1aﬁféé.de submaﬂdibuiares de dog
dores femeas, em hospedeiros femeas ftratados com testesterona,
demonstraram efeite Tetal, guando retransplantados em  novos

hospedeiros femeas nao-tratados.

LIN & HOSHING {(1970) analisaram o efeito do

fator letal Tiberado de glandulas submandibulares de camundon-
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gos, transpiantadas em difersntes linhagens de camundongos. 0Ob-
servaram gue ocorreu diferenca na taxa de mortalidade entre as
diferentes Vinhagens, assim como., s hospedeiros femeas apresen

taram maiores taxas de mortalidade do que 03 hospedeiros machos.

res foram femeas, nenhum hospedeiro morreu, independente da 1i-

nhagem testada.

LIN & HOSHINO (7971) investigaram,  tambem,
uma possivel agao profetora da testosterona contra 0 efeito Je-
tal, em hospedeiros maches e fémeas, intactos e sigtoadenectomi
zados, Constataram g diferenca na taxa de mortalidade entre ca-
mundongos intactos, de ambos sexos, gue receberaw enxertos glan

dulares, sendo.o machg mais resistente,

Notaram, ainda, que esta taxa foi maior no
hospedeiro macho, sialoadepectomizado, do gue nos hao~sialoade-
ﬂﬁctomizaéos, fOuante 5 testosterona, ela mostrou ter ums acao
protetora maior nos hospedeiros fémeas, tanto sia?dadEﬂectom%zg
das, quanto nao-sialoadenectomizada. 0s dados obtidos sugeriram
gue a diferenca sexual na susceptibilidade do camundongo ao e~
feito letal pode ser atribuida 5 presenca do hormonio androgeni

oo nos camundongos machos,

HUANG, HOSHING & LIN (7972) investigaram o
efeito da ligacao previa do ducto excretor de gléndu?as subman-
dibulares na producao do fator Tetal, como fambém, sob o efeito
da testosterona & isoproterencl em animais transplantadoes. 0s
dades obtidos vevelaram que o efeito lTetal estava presente nas
gf%ndu1as transpiaﬁtadas trés dias.apﬁs a Tigac%o do ducto ex-

cretoy © o gue pao ocorreu, apds o oitavo dia de pos-operatoric e



gue pequenas guantidades de fator letal ainda foram detectadas

seis semanas apos a ligacao do ducto excretor,
Fsses autores demonstraram ainda que, C o

tas, fol maior do que nas n%a-transpiantadas, e que, no  grupo
que recebey a soiuc§0 de isoproterenol, ap0s o transplante, de
tectou-se menor Quantidaﬁe-ée fator letal, embora os pesos das
gi&ndu?as estivessen significativamente aumentados em relacao

ao dos confroles, em funcace da hipertrofia das celulas acina-

res, ccasionada pelo tratamento com o isonroterensl.

Invesiigagﬁes realizadas por HUANG ef  alii
(?@72} reve?aram gue ‘existem diferencas na susceptibilidade ao
fator letal, guando se compara a magnitude da Tetalidade desse
fator entre diferentes espécies_animais {camundongos, coelhos
2 roedores fﬁangdlianf) e entre diferentes Jinhagens de camun-

dongas, imaturos e adultos, machos e femeas.

O0s resultados obtidos por estes autores, mos

traram que 0% extratos Tiofilizados dos homogeinizados das
glandulas submandibulares de camundongos machos adultos, foram
Tetais ndo-somente aos camundongos, mas, também, .as diferentes

especies animais testadas. 0s camundongos apresentaram dma re-

tativa resistencia ao fator letal, enquanto o5 coelhos e roedo

res apresentaram uma consideravel sensibilidade ao mesmo  fa-
tor,

Ainda, atraves desses experimentos, fol de.

monstrado que o efeito letal das glandulas submandibulares 2 maior

a
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quando ocorre a sua administracao sob a forma de homegeinado do
gue Quando transpTantadaé,suger?nda,esse dado, que o fator le-

tal deve ser liberado, gradualmente,durante os transplantes.

HIRAMATSU, HATAKEYAMA & MINAMI (1980) obser
varam gue. naowsomente o extrato das glandu?as submandibulares .-
de camundongos machos apresenta o fator Tetat, mas também a Sa-
1iva, que o libera,quando induzida ﬁer estﬁmuiacao de agente al
fa-adrenergico e, que, ambos (extrato e saliva) foram altamente
taxicos para cobaias, katos, hamsters, enguanto a toxicidade da
saliva foi relativamente baixa para camundongos. 0s dados reve-
laram que o fator letal & uma proteina exodcrina, demonstrando,
assim,que %5 g?%ndu?as submandibulares de camundongos machos se

cretam proteinas altamente toOxicas.

HATAKEYAMA, HIRAMATSU & MINAMI (1981) confir
maram os dados anteriores purificando um dos componentes toxi-~
cos da saliva por foca1iza¢§o isoeletrica e cromatografia em
DEAE Sephadex B-50, identificado como uma enzima com atividade
semeihante a calicreina.

Fsses autores, concluiram que oS componentes
toxicos das glandulas submandibulares de camundongos machos es-
tao localizados nos gr@nu1os'serosos dos tubulos secretorios, e
que $3o secretados na saliva, da mesma maneira que os fatores de
crescimento nervoso (NGF)} e epidermal (£GF) e as enzimas proteo
1iticas, sendn a sua secre¢§0 controlada por agentes alfa-adre-
nErgicos.

PINHEIRD {1985} identificou quatro 'substan-
cias, de baixo peso molecular, denominadas Stalotoxinas I, 11,

FLL e 1V, de glanduylas submandibulares de camundongos H -
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chos, todas elas com atividade Tetal,

| AGOSTINHO {1987) procurando determinar a
DLy da Sialotoxina 1 (S1), em camundongos machos e f’émeass de
monstrou gque esta toxina promove, efetivamente,a morte dos
determinada,também,a DLSO da SI,em camundongos machos, previamen
te tratados com estradiolse fémeas,tratadas com testosterona,
bem como machos orguidectomizados e feémeas ovmﬁectmﬁzadas...ﬂg
sePyou-8e que a testosterona protege, parcia?menfe, as femess
diminuindo a sua sensibilidade, indicando uma DLp, significan-
tements maior que nas fémeas normais, oferecendo desse modo, ©

syporte dé'que a SI seja, provavelmente, tambam, andrdgeno-de-

pendente,
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2.3. Importancia Biologica das Glandulas Salivares e Sua

teracdc com o Metabulismo de Carboidratos

A interacaoc das glandulas salivares, notada
mente as glandulas narbtidas, com o metabolismo de carboidra-
tos, particularmente Tigado & requlacdo da glicemia, tem sido

proposta por diversos pesquisadores,

FERRANINI (1911) foi o primeivo a sugerir,
ao relatar um caso de fﬁiabetes Saiivarf,no qual faz referen
cig & um %]uxﬁ sxcessivo de saliva contendo dextrose, oMo
tambem a al%ern%nc%aﬁdessa alicossialorréia com a glicoslria |
mostrande uma possivel re]ac%o entre g?%nduias salivares &

pancreas.

FARRONI (1911) observau que o extrato de
glandulas -salfvares de bovinos exercia efeitos hipoglicemiantes

‘em o coelhos.

Esses resultados, todavia, nao foram confir
mados por GOLJANITZKI (19243, quando descreveu que a Femogao
de glandulas parﬁtidas”é submandibulares de coelhos induzia 4
formacac de edema, g??cosﬁria a morte. Esse autor verificou tam
bem, gue a ?igaqéo dos ductos dessas g?%ndu?as prevenia a gli-

cosuria em presenca da epinefrina e nao trazia resultados beng

ficos a pacientes diabeticos.

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

De TAKATS (1930) descreveram uma Série de cases onde os sinto



mas c¢linicos do diabetes melhovaram apds a Tigacdo dos ductos

das glandulas pardtidas.

Esses dados est?o de acordo com aqueles en-
contrados por MANSFELD & SZIRTES (1928), ao verificarem que,
com & 1i§a¢$o dos ductos das parotidas de cées, o nivel sangui
neo da glicose diminuius e que, apos posterior extirpacido des-

tas glandulas, a glicemia voltou aos seus valores normais, sSu-

gerindoe uma agac hipoglicemiante das glandulas parotidas.

RUNAP (1931) relatou a corregdo da hipergli

cemia aos valores normais, de caes pancreatectomizados, apos

a parotidectomia,

FLAUM (1932) notou que, de vinte & sete pa-
vientes com hipertrofia da parotida, vinte o um eram diabsti-

cos e seis tinham predisposican a diabates.

ZIMMERMAN (1832) sugeriy, apds a determina~

§§0 da curvy de tolerancia 5 glicose, enm taes antes e apnsg
a Tigadura do§ ducfos das parbtidas, gque essas g?éndu?as EXEY ~
éiam alguma inf}uéncia, até'entgo n%o conhecida sobre o contre
Te do metabo?ismo Qe_ca&boidratos, e que a ligadura dos ductos

resultou num aumento da tolerancia a glicose.

Essas constatagles, foram apoiadas por di-
versos autores, como HIKI et alii (1923, 1930, 1937 e 1934) e
de QGATA (1934); que demonstraram exis%ir_uma poss?ye? relagao
antre a secragéo interna das glandulas salivares e o metabolis
me de carboidratos. Esses autores, usando a%es sialoadenectomi
zados; ohservavram a éus§ncia de absarcéo da saliva, e tendeén-

cia acentuada & hipoglicemia, com aumenlto & tolerancia a glico
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se, Opopstamente, em hipersiaiodenismo, um excesso de saliva
era encontrade, com alta taxa de glicose no sangue e a toleran

cia a glicose diminuida.

Entretanto, ROSENFELD {1933} descreveu que
a hipsgf%cemia, subsequente § Tigadura das parotidas, em caes,
seria, possivelmente, induzida mafs nela absmrgao da amitase
do que en decorréncﬁa de uma Secracéo interna das g?andu?as sa

livares, analoga a insulina.

FERRETI (1936) e DOBREFF ({1935) sugeriram
que & hipertrofia das glandulas parbtidas de diabéticos, em

alguns individuos, poderia ser um mecanismo compensador 2

Tk
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funcdo de deficiéncias pancredtica, assumindo as parotidas

funcodes do pancreas pa elaboracdo da insulina.

BIRNKRANT (1941) e BIRMKRANT & SHAPTRD
{1942} vyerificaram que a parotidectomia bilateral promovia hi-
soglicemia em ratos, Todavia, a ligadura dos ductos das glandu
Tas parGtidas nduzia um aumento na taxa glicémica. Posterior-
‘mente, avaliando a influéncia do extrato de pardotidas na glice
mia e nas estruturas do pancreas do mesmo animal, observaram
que @ administracdo prolongada desse extrato, produzia, inva-
riavelimente, uma degegeracao das Ilhotas de Langerhans e 3
yma significante hiperglicemia. Esses autores sugerivam gue as
glandulas parotidas devem elaborar uma substancia que deve a-

tuar antagonicamente a agao da insulina.

Por outro lado, 05 dados obtidos por GAULT
(1954) demonstraram que a extirpagao das glandulas parotidas em

ratos e camundongos nao provocava aliteracoes significativas
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no nivel glicemice, sugerindo néo haver interrelacfes entre es

sas glandulas & o metabolismo de carboidratos.

PARHOM, BABES & PETREA {1957) afirmaram que
& admin%straﬁéﬁ do extrato parptidiano, em coelhos, HrovoCou
uma prolongada hiperglicemia, Utilizando o mesmo tipo de €% -
trato, &ss5es autores veriticaram um aumento sstivel no nive
g?écémico em pacientes com hiperinsulinismo, sugerindn que O
eﬁtratg.das g}&ndu}as parétidas'poderﬁa possuir uma agao anti-

insulinica.

Analisando uma possivel relacdo entre as
g]%ﬂdu?aszsaiivares e a toier%ncia a glicose, GODLOWSKY & CA-
LANDRA E!%SG} verificaram que a remocao bitateral das glandu-
las submandibulares e sublinguais de cées produzia um signifi-
cativo aumento da sensibilidade 5 insulinag, uma diminuicac da
toiar§ncia § giicose, com aumente de sua uté?izacﬁo. Resulta-
dos similares farﬁm:obtidos apds & ligadura bilateral dos duc-
tos excretores dessas g?ﬁndu?as em outro grupo de animais, nos
‘guais ocorreu a atrofia das gléndulas submandibulares e sublin
guals. Esses autores cbnc?ufram que 255as gﬁanduias produzem
un fator. que se'remavido; potencializa a acao da insutina, e

que fol denominado injbidef Submandibular da Insulina.

FLEMING {1962} observou que a administracao
intramuscular de Parotin em camundongos nermais promovey alte-
racoes tanto no pancreas exdcrino, guanto no enddcrinc, Tais
modificacoes foram mais'evidentes nas Jthotas de Langerhans,
que se mostraram hiperplasicas e hipertroficas. Quanto ao ni-

vel glicemice, notou uma acentuada diminuicdo.

Avaliando o papel das glandulas submandibu-



lares na homeostase da insulina, GODLOWSKY {(19868) e GODLOWSKY,
RATDA & WITHERS (1971) verificaram que a remocao dessas glandy
tasg ﬁ%ovecava um aumento da ac$0 insulinica, tendo, portante

um efeito hipoglicemiante. Extratos dessas glandulas diatica-
dos, fracionados eletroforeticamente e injetados endovenosamnen
te, causavam inibigdo da acfo insulinica. Porém, a adminicstra-
¢do desse extrato em individuos portadores de diabetes S -
trou, em pelo menos tres casos, a completa remissdo das mani-
festagcbes clinicas do diabetes e o retorno da tolerdncia & gli
cose, dentro dos padr§es novmais, o que vem confirmar & exis-
téncia de um fator com ag%o analoga $ da insulina, nroduzido

petas glandulas submandibulares,

DAYIDSON, LEIBEL & BERRIS [1969) confirma-
raﬁ que a hipertrofia e a hiperplasia das glandulas pardtidas
precede, em inUmeres casos; o diabetes, como um mecanismo
compensador da hiperglicemia, preconiz&ndo tambem que o teste
de ta%er&ncia.ﬁ glicose deveria ser feito %btineiramenﬁé 21t

todos os pacientes com aumento assintomatico dessas glandulas,

Pesquisande o efeito da extirpacao bilate-
ral das glandulas submandibulares. am cges e sua eventual relsa
za0 com as respostas g}ic%miaas asseciadas 55 atividades da
insulina, STEINBERG &“GMIMU? {1972) sugeriram que as alteracses
decorrentes nas glandulas salivares poderjamser uma forma de
diagnosticar diferentes tipos de diabetes, concluindo, entre-

tanto, gue ¢ papel dessas glandulas na patogenese & magnitude

do diabetes meiito,3é pbscure,

HOSHIND et alii {1976}, procurande analisar

o5 efeitos da ligacdo bilateral dos ductos salivares das paro-
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tidas e submandibulares sobre a glicemia, em camundongos diabg
ticos experimentais, verificaram que o efeito hipﬂg?icémico foi
mais acentuado e significante quando os ductos foram sipultane
amente 1igad05; Sugeriram;.ainda; que as glandulas submandibu-
taras nroduziam um fator antagonista da insulina, cuja acao
era potencializada vor uma substancia nroduzida pelas glandu-

tas parctidas, salientando que estas ultimas, nor 51 0 nao

teriam sfeite direto sobre a acao da insulina.

A secrecao do glucagon salivar, como resul-
tado de uwma resposta hormonal desencadeada pela ingestao de

alimentos, foi sugerida por DUMBAR, SILVERMAN & KIRMAN (1977}.

SMITH et &lit (1979), atraves das técnicas
de radicimunoensaioc & imunocitoquimica, isolaram o  glucagon
das glandulas submandibulares, sugerindo uma importante parti

cipacao no metabolismo de carboidratos.

KAKIZAKI et alii {1978) demonstraram, sxpe-
rimentalmente, gque apos uma pancreatite induzida, em ratos,
as glandulas partctidas apresentavam uma atrofia degenerativa e
hipofuncdo, diminuiando ¢ volume, o conteudo enzimatico & a con
centracdo de bicarbonato na saliva da parotida. Tais altera-
ctes foram verificadas tambem ew pacientes com pancreatite, os
quais apresentavam tambem uma reduc%o da atividade da parotida
Concluiram que o pancreas pode liberar uma substancia que afe-
ta a parotida por transmissao humoral, que deve ocorrer quando

ccorre lesao pancreatica.

GUIMARAES et alii (197%), propondo-se a es-

tydar os efeitos da parotidectomia sobre o nivel glicemico e o
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tear de glicogénio hepatico em ratos, notaram gue a - auséncia
destas glandulas promove um significativo aumento da glicemia,

com consequente diminuicido do teor do glicogénio hepitico.

Posteriormente, GUIMARALS et alii (1980) de
monstraram que a administrac§o intraperitoneal de uma unica do
se de Parotin (0;36 mg poy 100g de peso) am ratos diabeticos ,
trouxe o nivel gTic§mico proximo a normalidade, enguanto a

concentracao de glicouénio hepatico tornou-se aumentada.

A a¢§0 diabetog§nica em ratos, provocando
uma reﬁuggo de DNA, RNA e proteinas totais, foi analisada por
ANDERSON (1983}, ao estudar o crescimento das glandulas pardti
das em ratos diabéticos. Foi observade tambem um retardo no de

senvelyimento dessas glandulas, mas que todas essas alteraces

foram revertidas pelo tratamento com a insulina,

Assim, uma efetiva participacao das glandu-
tas sativares no metabolismo de carboidratos foi demonstrada
nar TEIXEIRA, EUIMAREES & CURY (1985}, ao estudarem os efeitos
.ﬁa Parotin sobre a hiperglicemia de ratos diabeticos., Demong-
traram gue esse principio ativo diminuia a hiperglicemia & que
a duracao do seu efeito foi diretamente provorcional @ sua con

centracao.

ﬁecenfeménte,.dﬂsﬁ {1987), analisande 05
sfeitos das diferentes fracoes do Parotin, "In Vivo", sobre
a niperglicemia de ratos diabeticos experimentais, verificou
que as fracces do Parotin apresentam, efetivamente, acao em

diminuir a hiperglicemia de animais diabeticos aloxanicos.
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2.4, Consumo de Oxjgenio e Incorporacac de Glicose

Inumeros estudos tem sido realizados sobre a
atividade respiratoria e incorporacdo de glicose pelo  misculo
diafragma de ratos em presenga de diferentes substdncias, tanto

“In Vitre” quanto "In Vivo",

tro® o efeito da insulina na deposicao de glicogenio, verificou
apds tres horas de agitacdo, num meioc de reacdo contendo solu-
cao de Ringer tamplo fosfato e insuiina, um aumento considera

vel na deposicao do glicogenio.

Fwm seguida, GEMMILL & HAMMAN (1941) confirma
ram que a insa}ina aumenta a deposicgo de g]icogénio 8 sugeri-
ram gque esta stividade nas esti associada com o aumento do con
UMD ﬁe oxigé&io, Concluiram, ainda, que a utilizacao de glico-
ﬁge g depesicao de giicogén?o denendem da concentiracao da glico-
se ng meio e gue a galactose, tevulose, xilose, maltose, lacta-

to & citrato nag .atuam como substitutos da mesma,

GEMMILL (1947), estudando os efeitos da gli-
cose e da insulina no metabplismo do diafragma de rato, con-
cluiv que o musculo, quando ﬂ§0 suprido de glicose no meio, util
1iza outro substrato, A glicose, quando presente, & oxidada e o
carboidrato formado & depositadeo no musculo & que a insulina e
glicose adicionais pregéntesg aumentam, consideravelmente, 8 depo-

sicao de carboidrato.

Ainda em 1947, HECTER, LEVINE & SOSKIN  de-
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monstraram, “In ?itrof, que a sintese de glicogenio pelo dia-
fragma de ratos., era aumentads quando se elevava & concenbtra-
g%ﬂ de glicose no meio de 0,1 para 0,4%, e que a presenga da
insulina era mais eficaz no meio de glicose a 0,7% que no de
“

0,6%, sugerindo a dispensibilidade da mesma nos meios contendo

alta concentracao de glicose.

LEVINE et alii (1950) observaram que a taxa
Timitante para a captacido de glicose & a transferencia da mes-
ma atraves da membrana.ce1u?ar, sendo insulino-dependente, Su-
geriram aihda, que a ag&o da insulina na incorporacao de glico
se 2 g de acelerar a etapa concernente com a sua transferencia
para 0 intériﬁr do tecido, e gue esta etapa antecede, e g dis-
tinta ds fasfori?ac§0”da glicose, pela hexoguinase. Essas ob-
garvac§es foram confirmadas por PARK, BORNSTEIN & PQST {1955},
LEVINE & GOLDSTEIN (1955) & PARK & JOHRSON (1855).

STADIE, HAUGAARD & MARSH (1951}, pesquisan-
do os fatores que influenciam a combﬁﬂacao da insulina com 0
aiafragma de ratos normais, demonsiraram que o Tempo de 17 se-
gundos de expasig§o foi suficiente para a insulina, em diferen
tes concentracﬁes (6;2; 0,4; 0,65 0,8 & 1,0 U/ml}, exercar a
sey efeito, mesmo em concentracoes relativamente baixas de gli
cose (0,1 a Gsé%), Verificaram, tambem, aue a quantidade de

<
Ji

insulina parece ser um fator limitante, pois o aumento de git-

cose de 0,4 para 1,0% nao resultou em qualguer aumento adicio-
nal no efeito da insulina.
WAUGAARD & MARSH (1952}, comparando o efei-

to da insulinsg no tecido adiposo e no diafragma de ratos, atra

vées do metodo manométrico, notaram gue o consume de oxigenio,



na presenca de glicose, aumentou com a adicao de insulina no
meioc e que & mesma combina gquimicamente com o tecido adipose

de maneira similar aquela encontrada no diafragma de rato.

CRANE & S0LS (1953) observaram que a hexo-
quinasemg inibida pela glicose-6-fosfato e que @ anoxia node
acelerayr a ?Qa¥oriiac§o da g?icoée pela queda da concentracio
tntracelular da glicose~b-fosfato e com is30 aumentar a ativi-

dade da hexoguinase.

STADIE (1954) sugeriu que a insulina ndo i-
nibe a fosforilagde oxidativa e que o seu mecanismo para acele
rar a capta§§o de glicose, provavelmente, difere do executado
neta anoxia e das subst?acias gue inibem a Tosforilacdo oxida-

tiva,

A possibiiidade de coexisténcia de sistemas
91ic017ticos, insulino-dependente e insulino-independente, rno
diafragma de ratos, foi.obsarvada'por SHAK.-.& STADIE (19%7). De
.manstraﬁam qué existe um efeito constante, significativo, da
“insulina na formacdo de glicogénio a partir ca glicose  was
nao né formacao de acido lactico, ocorrendo entﬁo diferentes
vias g}ico}fticas. Uma via & interna {glicose-glicogeénio), in-
sulino-dependente e uma externa (glicoese-Jactato), insulino-in
dependente. Conc}u?ram, tambem, que ¢ mecanismo de transporie
de glicose no diafragma de ratos esta envolvido somente com o

sistema insulino-dependente,

RANDLE & SMITH (1957 e 1958 ), estudando a
requlacdo da captacho de glicose pelo musculo, verificaram que

a captacdo da glicose pelo diafragma de rato, incubade no meio



tampao bicarbonateo, e aumentada pela andxia, por  substidncias

que inibem a fosforilacac oxidativa, bem como pela insulina.

Posteriormente, RANDLE & SMITH (1958 ), ain
da analisando os efeitos da insuylina, anoxia e subst?ncias £a-
pazes de.fnibir a fosfori?ag%o oxidativa, na captac§0 da giico
se, pelo diafragma de ratos, observaram gque a entrada de glico
se & normalmente,uma etapa taxa-limitante e que a insulina, a-
noxia e substﬁncias venenosas, tais como o Z2-4-dinftrofenol e o sa
Ticilato, atuam estimulando 2 entrada de glicose, possivelmen-
te, pe1a.inib1¢§o do processo que restringe a penetracdo da
glicosa. Sugerem gue todos esses fatores, com excecao da insu-

1ina, tenham a propriedade de inibir a fosforilacdo oxidativa,

HERMAN & RAMEY (7960) estudaram "In Vitro®,
a captaz%u de glicose pelo diafragma de vratos, sob varias con-
dig@es sxperimentais. Conclu?ram que a auséncia da inibicao
da'Captag§0 de g?fcose pela epinefrina no meio bicarbonato e
no meio fosfato com alta concentracdo de Mg & devido ao fun-
cionamentb normal do sistema enzimatico fosfofrutoquinase nes-
ses dois meios, ocorrenda uma rapida remocao da glicose-6-Tos-
fato. A acumulaclo de glicose~6-fosfato pode inibir a hexoqui-

nase, como & o caso no meio fosfato.

NEWSHOLME & RANDLE (1961) sugeriram que a
regu]acgo da fosforilacdo da glicose & indireta e que depende
da concentracao intracelular de glicose-6-fosfate, isto e, 3
2tividade de hexoquinase e regulada pela concentracgo da glico
§e~6~fosfat0, um conhecido inibidor da hexoguinase. A anoxia
diminuiu a concentwagac da glicose-6-faosfato e, por meio disso,

aumentou-a atividade do hexoguinase.



Inimeras pesquisas com diafragma isoladn de
rato e tecido adiposo do epididimo tém demonstrado que esses
dois tecidos sao sensiveis as pequenas concentracoes de insuli
na no meio de incubaggo; |

Geralmente, menoves concentracoes de insudi
na parecem ser requeridas para efeitos mais consistentes no te
cido adiposo do epididimo do que em diafragma de ratos., mostran
do que o tecido adiposo & mais sensivel & insulina do que o te
cido muscular (RAFAELSEN, 1964 e RAFAELSEN, VILMA & RENOLD, 1865,

EROUE-BONIS & CLAUSER (1977) analisaram o
efeito combinado da insulina e do fleorizin no transporte 2 nme-
tabolismo .de carboidrato. Verificaram que ¢ florizin inibe o
transporte de glicose, tanto na presenca quanto na ausencia de
insuiing., confirmandoﬂos estudos sobre ¢ efeito do florizin co
mo um possivel inibidor do transporte de acucar, deprimindo
reacoes de fasfori?acgo sob certas condicaes.

Pesquisas mais recentes. teém procurado eluci
dar 0s mecanismos reais pelos quais ocorre a acgio da insulina no
metabolismo de carboidratos.,

Assim, CZECH {1877), verificando o mecanis-
mo de acdo da insulina na incorporacao de glicose, demonstrou
que o passo inicial & . a ligacao da insulina ao recepltor especi
fico, presente na membrana plasmatica. As veacoes subsaquentes
na transmissao do sinal, desencadeado pela ligacac da insulina
a0 receptor ao sistema efetor, localizado na membrana plasmati

ca, oy intracelularmente, nao san bem conhecidas,

HARING et alii (1978) assinalaram que avelo
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cidade no processo de acoplamento entre a insulina € 0 recep-

tor parece ser temperatura-dependente.

A cinética da acao da insulina no transpor-
te de g}jcese e no sistema AMPc, exibe uma fase inicial de Ta-
igncia, de 40 a SD.segundos, 0 gue corvesponde ao tempo neges-
sario para a ?igag&o com o receptor e a resposta final do sis-
tema de tbanﬁparte de glicose e o sistema AMPc (CIARALDI &
OLEFSKY, 1979).

SEALS, MAc DONALD & JARRET (1979} sugeriram
que & associagdac da insulina com o seu receptor especifico po-
deria ativar um sequndo mensageirc {ainda ndc identificado), e

desse modo, iniciar o recrutamento de vesiculas intracelulares.

HARING, KEMMLER & HEPP (1979) verificaram oue
celulas adiposas pré-tratadas com subst%ncias antimicrotubula-
res tém a velocidade de ?igacéo-da insulina ao recepior reduzi
da, sem, contudo, afetar a resposté final da insulina no trans
porte da'g1ic0;e* Sugeriram que o sistema microtubular estaria
Eny&1vido nesse processo de acoplamente, & que a fosforilagao

de microtubules poderia ser uma etapa na transmissao do sinal,

apbs g ligacao da insulina aoc receptor,

CUSHMAN & WARDZALA (1980) observaram que a
insulina estimula o transporte de glicose em celulas adiposas,
induzindo uma transliocacaoc dos sistemas de transporte de glico

se, do seu “pool" intracelular para a membrana plasmatica.

KARNIELI et alii (1981} confirmaram a exis-
téncia de translocacdo dos sistemas de transporte de glicose ,

& demonstraram ser o processo de translocacao inteiramente reo-
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versivel e diretamente regulado pela concentracio de dinsulina

no meio.

HARING, BIERMAN & KEMMLER (1981) sugeriram
que a insulina, ao occupar o receptor, produz um sinal que de-
Sencadeiéﬂa fosfnri?acao do sistema microtubular, o qual leva-
ria % transtocagio de vesiculas contendo carreador e @ ligagdo

desses com a membrana plasmatica.

UARDZALA & JEANRENAUD (1981) verificaram que
a insu?ina_esiimula o transporte de glicese no diafragma de ra
tos, atraves da translccac?o dos.transpertadores de glicose do
“ppol" intracelular para a membrana-plasmatica, e que esses re

sultados sao similares aos observados nas celulas adiposas.

KONG et alii (1982) analisaram gue um  dos
efeitos primarios d& insulina no diafragma de ratos @ causar
um aumanto do nimero de transportadores de glicose na membrana

niasmatica.

WANG (7985), através de experimentos "In Vi
fra“, com diafragma de ratos, demonstrou tambem que a insulina
estimula a captacao de glicose pela translocacao de um ‘"noel®
intracelular 5 membrané plasmatica, sugerindo que existem pelo
menos quatro componentes requeridos pafa a estimu?acgo do
transporte de glicose pela insulina: o receptor de insulina; um
conjunto de transportaﬁo?es intracelulares de glicose; o mecs
nismo que efetua a translscagao dos transportadores para A
membrana plasmatica= o sinal do receptor para a translocacac.
Sugere gque a est%mu1ac§o da insulina, no transporte de glicose

no diafragma de ratos, ndo & uma simples funcao da concantra
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cap de receptores insulinicos e/ou dos transportadores intrace
lulares de glicose, mas que ela & devendente de algum outro fa

tor gue ativa, ou € parte do mecanismo de translocacgdo.

ARRUDA VYEIGA (1887) investigou, "In Vitro",
oS efeitﬁs das fracoes I, Il, I1I é ¥ do Parotin, no tecido
adiposo do epididimo de ratos sobre a iﬂCDPDOFacga de glicose e
copsumo de oxigénio, 0s dados obtidos demonstraram gue as di-
ferantes fracoes do Parotin aumentaram a incorporacan de glico
se& e 0 consumo de oxigénio pelo epididime de ratos normais &
diagbeticos, e gue essas fracoes do Parotin, como tambéem a insu
Tina, foram mais efetivas nos animais diabeticos do gue nos
normais, nos dois modelos experimentais. Essas observacdes vig
ran confirmar os dados obtidos por TEIXEIRA (1979}, guando rea

Eizbu'estudos semelhantes com o Parotin bruto.
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Tampao Krebs-Ringer fosfato (TKRF), sem substrato e sem droga

no meio de reacao.

Subgrupo A,: Controle - Endogeno + Glicose-

ts 6 animais deste subgrupo sofreram o wmesmo procedimento do

grupe anterior, acrescido da presenca de glicose no meio de in

cubacan,

GRUPD B: Sialotoxina I - ConstituTde de 30

ratos e redistribuides em 5 subgrupos de 6 animais cada reg-

-

pectivamente, By, By, 33, B, @ 85

Subgrupo B}:.Endﬁgeno + Sialotoxina I - Ds
animais nertencentes a este subgrupo foram submetidos ao mesmo
procedimentio experimental do sabgrupo Ays tendo, entretanto, a
presenca da Sialotoxina I no méio de reacgo, numa concentra-

cao de 0,02 mg/ml.

Subgruno By: Endogeno + Glicose + Sialotoxd

o~

na I - 05 & animais deste subgrupo tiveram o mesmo procedimen-
tog experimental dos demais, mas com as presencas ne meio de
reacdo, da glicose & da Sialotoxina [, na concentracao de

4,002 mg/ml,

na I - 0s 6 ratos pertencentes a este subgrupo, a semelhanga
dos anteriores, sofreram ¢ mesmo procedimento, contendo ne

meio de reacio glicose e Sialotoxina I, na concentracaoc de



5. MATERIAL E METODOS

vergicus, albinus, Wistar), com 2 a 3 meses de idade, pesando

entre 150 e 200 gramas. 0s animais foram alimentados com 15y
de racac¥dia/rato, considerado suficiente para a sua manuten-

cao (HOSHINO et al 1976) e agua "ad libitum”.

0 presente trabalho foi desenvolvido em Z
modelos experimentais (estudo “In Vitro"):
a) Determinacdo do Consumo de Oxigenio;

b)wDétermiﬂacﬁo da Incorporacao da Glicose,

3. 0. Determfna¢§a'do'ﬁonsumo de Oxigeénio

3.1.1.-Distribuicac dos animais nos Grupos Experimentais

{Tabela 1)

Neste modelo experimental foram utilizados 60
ratos, distribuidos casualmente em 3 grupos: A, B g C {Tabels
1):

GRUPO A- Controle - Constituido de 12 ratos

e redistribuidos em 2 subgrupos, respectivamente, Ay e Ay

Subgrupo Ay: Lontrole - Endogeno - Dos & va-

tos pertencentes a este subgrupo, foram retirados o muscule dia

fragma € colocados no meio de incubacao, contendo solucdo de
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0,07 mg/ml.

Subgrupo 84: Endbgano + Glicose + Sialotoxd

mento dos anteriores, contendo no meio de reacgao glicose e sia

Totoxina I, na concentracao de 0,02 mg/mi,

ne 1 - Com & ratos, como os grupos anteriocres, os animais fo-
ram utilizados para determinacdo do consumo de oxigenio na pre
senca de endogeno, glicose e Sialotoxina I, numa concentracio

de 0,03 mg/nmY, no meio de reagio,

GRUPO C: Insulina - Constituido por 18 ra-
tos, redistribuidos em 3 subgrupos: C}, C? e 53, com 6 ratos
cada, dos guais retirou-se o misculo diafragma e, caracteriza

do pela presenca de insulina, nos ensaios bioldgicos.

Subgrupo L,: Endogenc + Insulina - 03 dia-

fragmas dos animals deste grupo foram utifizados sem a presen-
¢a do substrato no meio de reacao (enddgenc), porém em presen-

ca de insulina, numa concentracdo de 0,3 U/ml, no meio de reacio.

Subgrupo ©,: Endbgeno + Glicose + Insulina-
Composto também por 6 ratos, os quais sofreram o mesmo procedi
mento experimental dos grupos anteriores, adicionanda no meio

de reacio a glicose (1 mg/m1).

subgrupo C4: EndGgeno + Glicose + Insulina
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+ Sialotoxina I - Constituldo também de 6 ratos, sofrendo o

mesmo procedimento experimental do subgrupo 84, para avaliacao
do consume de oxigenio, contendo no meio de reacao, glicose,
insulina nas concentracdes anteriores e Sialotcoxina I, numa con

centracdo de 0.,0%mg/ml.

TABELA I:~ Distribuicdo dos animais

GRUPOS BSUBGRUPOSE NG DE RATOS) T RATAMENTD
Ay 6 Endpgens
A
A b Endbgeno + Glicose
B]' 6 . EndogenosSialotoxina 1 (0,02 mg/ml)
B, 6 Endbgeno+Glicose+Sialotoxina 1(0,002mg/ml)
B 83 6 Endogeno+Glicose+Sialotoxina 1(0,0Tmg/ml)
By 6 Endogeno+Glicose+Sialotoxina 1(0,02mg/m1)
B, 5 Endogeno+GTicose+Sialotoxina 1{(0,03my/ml)
C C, 8 EndSgeno + Insulina
Cy 6 Endogeno + Glicose + Insulina
Cq 6 Endogeno + Glicose + Insulina + Sialotoxi-
: na 1 {0,02 mg/ml)

Grupos & subgrupos de animais utilizados para verifi

cacao do vonsumo de oxigenio pelo diafragma de ratos.

05 animais pertencentes aos grupos A, B2 C,
apbs iejum de 36 horas, foram sacrificados por decapitacio. A
sequir o misculo diafragma foi rapidamente removido (RANDLE &

SMITH, 1958) & mantido em tampdo Krebs-Ringer, numa temperatura



LA

de 4°C (WINEGRAD & RENOLD, 1958). A seguir os tecidos foram pe
sados e cortados em pedag¢os nao superiores a 3,0 mm®, e incuba-
dos eém frascos de Warburg, a fim de se determinar o consumo de

pxigenio, “In Vitro",

As determinacCes do consumo de oxigénio, pe-
to sistema manomeirico, foram executadas segundo a tecnica con

vencional de WARBURG {1972},

Atraves deste metodo clissico  analisou-se
a capacidade oxidativa do diafragma na presenca de diferentes

ensaios biolbgicos,

0s conjuntos frascos-mancmetros foram coloca
dos no aparetho de Warburg para agitacao, numa temperatura de
3?0§* As Tleituras, nos manometros, foram realizadas, com inter-

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

s valores obtides, indicando o consumo de
oxigenio, seraoc expressos em microlitros per grama de tecido

nor hora (u?!g?tecido}h).

3.1.2. Sistemas Experimentais Empregados

0 sistema experimental para determinacao do
consumo de oxigenio do misculp diafragma dos animais de todos

0s grupos constou de:

Frasco n® 1 - Endbgeno (6 ratos)

i i b At

Meio de reacido 2,30 m

Fragmentos de tecido 6,50 ml



KOH 20% 0,20 ml

H20 4.5.0. 3,65 ml

Frasco n? 2 - Endogeno+Blicose {6 vatos)

Meio de reacao 2,30 ml
Fragmentos de tecido 0,50 ml
Gl1iconse 0,10 ml
KoH 20% 0,20 m]
Ha0 g.s.p. 3,65 ml

Frasco n® 3 - Endbgeno + Sialotoxina I {0,02mg/nl)
{6 ratos)

Meio de reac§0 2,30 ml
Fragmentos de tecido 0,50 ml
Sialotoxina I 0,57 ml
KOH 20% | 0,20 ml
L M

Fra5co'119'4 ~ Endogeno + Glicose + Sialotoxina I
: (0,002mg/m?) (6 ratos)

Meio de feac%o 2,30 m1
??agmentos de tecido 0,50 mt
Glicose 0,10 a1
Sialotoxina 1 0,06 ml
KOH 20% 0,20 m
HEG G.5.ps 3,65 mi

Frasco n9 5 - Endogeno + Glicose + Sialotoxine I
T {0,0tmg/ml) (6 ratos)

Meio de reagéo 2,30 m)
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Fragmentos de tecgido 0,50 ml
Glicose 0,70 mT
Siatotoxina [ 0,46 m1
KOH 20% 3,28 nl
H20 g.3%.0. 3,65 ml

Frasco n® 6 ~ Endogeno + Glicose + Sialotoxina !
(0,02mg/ml) (6 ratos)

Meio de reagao 2,30 ml
Fragméntgs de tecido 0,50 ml
Glicose 0,10 m?
Stalotoxina I 0,90 ml
KOH 207% 0,20 ml
Héﬂ g.8.D0. _ 4,30 ml

Frasco n0 7 - Endogeno + Glicose + Sialotoxina 1
{0,03mg/m1) (& ratos)

Meio de reacdo 72,30 mi
Fragmentos de tecido 0,50 m?
Glicose 0,10 m
Sialotoxina 1 0,70 ml
KOH 20% 0,20 ml
Volume Final 3,80 ml

NV 0 L A

Meio de reacao 2,30 mt
Fragmentos de tecido 0,50 ml
Insulina 0,10 wt
KOH 20% 6,20 m]

HoU g.s.p. 3,65 mi



Frasco n® 9 - Enddgeno + Glicose + Insulina

(6 ratos)
Meio de rGanﬁ 2,30 ml
| Fragmentos de tecido 0,50 ml
Glicose 0,10 mi
Insulina 6,10 ml
KOH 20% 0,20 mi
HEG G.5.0. 3,65 ml

Frasco n?® 10 -~ Endogeno + Glicose + Insulina +
Sialotoxina I1(0,02mg/ml) (6 ratos)

Meio de reacao 2,30 m1 {a}
Fragmentos de tecido 6,50 m1 (b}
Glicose 0,10 m1 {(c¢)
In;ﬁ?ina 0,10 w1 (d)
Sialotoxina I 0,57 m1 (e}
KOH 20% - 0,20 m1 {f)
HZD 4.5.D. 3,80 m)

a) 0 meio de reagao utilizado foi o Tampao

Krebs -Ringer Fosfato pH= 7,4,

b Diafragma, pesando em média 310 mg, cor-

‘respondendo a um volume de 0,50 ml;

¢} Glicose dissolvida em so1uc§o fisiologi-

ca numa'ccﬂcentrac§0 de 1.0 mg/mi no
meio de'reagao;

d) Insulina NPH-U4D (Biobras), .dissolvida

| an se?uc§0 fisiologica, numa concentra-

cio de 0,3 U/ml;



tracoes cinco, dez e quinze vezes maic-

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

f) Foram adicionados, em todos os frascos, 0,7 i

de KOH (20%) no poco central do frasco.

32.2. Determinacao da Incorporagao de Glicose

Distribuicao dos animais nos grupos experimentais

Nesta fase experimental foram utilizados 47

ratos, distribuidos em dois grupos: D e E {Tabela I1).

GRUPO D : Sialotoxina I - Constituido  por

30 ratos, redistribuidos em 5 subgrupos de 6 animails cada, res
pectivamente, 0,, DE’ Das by e D5§"dos guais retirou-se o mus-

clulo dtafragman

Subgrupo I Glicose - G diafragma dos ani-

mais pertencentes a este subgrupo foi utitizado para determing

¢cdo da incorporacao de glicese, contendo no meio de reacao gli

Pl

cose, numa concentracao de 1,0 mg/ml.

Subgrupo D,: Glicose + Sialotoxina I - Este
subgrupo, tambem constituide de 6 ratos, sofreu o mesmo proce-
diméﬁtauﬂéugfﬁﬂgmgﬁfé;%6;:mtend0 no meio de reacao Sialotoxina

I, na concentracao de 0,002 mg/mi.
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Subgrupo Do: Glicose + Sialotoxina I - Dos

ratos deste subgrupo foram utilizados o misculo diafragma para

medir @ incorporacac de glicose, no meio de reacio contends ol

cose e Stalotoxina I, na concentracido de 0,01 mg/mi.

Subgrupo U,: Glicose + Sialotoxina I - Os a-
nimais deste subgrupo tiveram o mesmo tratamento dos grupos an-
teripres, tendo, porem, agorano meio de incubacdo, a Sialotoxi-

na I, na concentracao de 0,02 mg/ml.

Subgrupo 95: Glicose + Sialotoxina 1 - Og

animais desse subgrupo, submetidos ao mesmo tratamente experi-
mental, dos subgrupos anteriores, estando, a Sialotoxina I, na

concentracaos de 0,03 mg/ml,

GRUPD E: Insulina - Constituido por 12 ra-
tos, redistribuidos em 2 subgrupos: E} £ E?;”respectivament& de
& ratos cada. Os musculos diafragmas dos animais deste grupo fo

ram caracterizados pela presenca da insulina, no meio de reg -

can, numa concentracao de 0,3 Y/ml,

Subgrupo Ey: Glicose + Insulina - Composto
de & animais, o0s cuais Foram utilizados para determinacao da
incerporacao de glicose, contendo no meio de reagﬁo glicose @
insulina, | |

Subgrupo E,: Glicose + Insuylina + Sialotoxi

22
na | -~ 0Os animais deste subgrupo tiveram o mesmo tratamento do
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grupo anterior, contendo no meio de reacao glicose, insulina e

Sialotoxina I, na concentracio de 0,02 mg/m].

TABELA Il: Distribuicao dos animais

FGRUPCS BSUBGRUPDS NG DE RATOS TRATAMENTO
: : —

D? & Glicose
D? 6 Glicose + Sialotoxina 1T {0,007 mg/ml}

D 03 6 Glicose + Sialotoxina T (0,07 mg/ml)
Dy b Glicose + Sialotoxina I (0,02 mg/ml)
Dy 6 Glicose + Sialotoxina 1 (0,02 mg/ml)
E} 6 Glicose + Insulina

. .
E, 6 Glicose+Insulina+Sialotoxina 1 (0,02 mg/ml)

Grupos & Subgrupos de animais utilizados para verifi-

cacao da incorporacio de glicese, pelo musculo diafragma.
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TABELA III: Sistemas experimentais empregados para a deter-

minacdo da incorporacaoc de glicose.

- FRASCOS

METO
DE
INCUBACAD

*
TERF X X X 4 X X X X

Glicose X X X X X X %

S}é?otoxina i
(0,002 mg/ml)

Sialotoxina 1 B ¥
(0,01 mg/m1)

Sialotoxina I
(3,02 mg/ml)

Sialotoxina 1 | ‘ e y
(6,03 mg/m1}) "

i

Insuiina X

Diafragma - X X X X X X %

¥ TKRF - Tampdo Krebs-Ringer Fosfato
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0s procedimentos cirlirgices foram os mesmos utiliza-
dos para o consumo de oxigenio e a constituicao dos meios de reacdo dos sis-
temas experimentals podem ser observados na Tabela I1I, constando em  todos

o3 experimantos a prasenca do Tampao Krebs-Ringer Fosfato.

ApBs 90 minutos de agitacio, & temperatura de  37°C,

os fragmentos teciduails foram retirados dos frascos de Warburyg. Baseando- se

na diferenca de concentracao entre a glicose introduzida {7 mg/ml} e a glico
il ks . - - . ﬁ’.“ -

se residual, calcutou~-se, pelo metode da glicose enzimatica , a  guantidade

de glicose incovhorada em micrograma por miligrama de tecido por hora  {ug/

mgfteaﬁdo/hora).

A incorporacao de glicose, frente aos diferentes en-
saios bioidgicos, foi determinada em espectrofotometro {Spectronic 20-Baush

& Lomb, 550mm).

3.3, Tratamento Estatistico

Para as analises estatisticas foram usados 05 esquemas

de analise de variancia de ensaios inteiramente casualizados, ou seja:

c. variacko I 6oL,

| Tratamentos § N© de tratamento - 1

ResTduo Diferenca (GL total - 6L tratamentos)

TOTAL (NO de trat. ¥ NO de Ref.) - 1

Para as comparacoes das medias (duas a duas) fol usado

6 teste de Tuckey, ao nivel de 5% de probabilidade, determinando-se as dife-
A - - . v - A . S
rencas minimas significativas atraves de A

, R )
Diferenga minima significativa;

onde: A =
q = Yalor da amplitude total estudada;
s = Fstimative do deswvic padraop residual,
______________________ — y = NO de repeticoes '

* Clicemia Enzimatica Wierner Lab.
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4, RESULTADOS

4,1, Consumﬁ.dE'fogénfb Cﬁ?fg'dé'tecida/ﬁora)

A analise de yariéncia dos dados obtidos so
bre o consumo de oxigénio pelo diafragma dos ratos pertencen-
tes aos trés grupos experimentais {(Controle, Sialotoxina I e
Insulina), revelou que existem, entre si, diferencas significa

tivas aoc nivel de 1% de probabilidade.

A wesma apalise apresentou tambem o valor
de F (1060,7}) do coefictente de variacio (5,28) e o da dife-

renca minima significativa (22,4),

As medias dos valores de consumo de oxigé-
nio em microlitro por grama de tecido e por-hora, dos diferen-
tes sistemas e;perimentais empreqados, podem ser observados
}ha Tabela IV e Tabelas IX e ¥ do apéndice. Nessas Tabelas sao
comparados, atraves do teste de Tuckey, as medias Z a 23 notou
~-se que excetuando as medias dos subgrupos 81 5 83, 'BT g CS*

nas demais existem diferengas significativas ao nivel de 5% de

probabilidade.

No grupo A (Controle) as analises mostraram

g

que existem diferencas entre os subgrupos A1 {endogeno 216,6 -~
5.61 e Ao {endogeno + glicose 373,71 ¥ 19.3), revelando que &
presenca da glicose no ensaie biologico, aumenta significativa
mente o consumo de oxigenio por hora (Tabela IV, graficos 1 e

2}

LA ]



Quanto ao grupo B, chserva-se que 0s valores
medios por hora dos subgrupos B?B endbgeno com Sialotoxina 1.
fna coﬁcentraCEO'de 0,02 mg/ml, foi de V13,4 1 9,4 yl/q de teci-
do, enguanto no ensaio contendo endageno com glicose e Sialoto-
zina I, riuma cancentracao de 0,002 mg/ml, subgrupo Bg, foi de

208,6 ¥ 6,5 ul/g de tecido.

Dessa forma, nota-se pelos valores apresenta
dos que existem diferencas significativas entre 05 subgrupos 81
2 82, ag nivel de 5% de probabilidade, como tambeém entre os sub

qrupos 835 84 & 85.

(s subgrupos 83, 84 e ng cujes sistemas ex-

perimentais eram constituidos de endogens com glicese e Sialoto

N - . -+ -~
ram-um consumo de oxigenio, vespectivamente, de 104,0 - b,4,

2,2 z 8,1 = 37,5 * 3,1 micra?ifre/grama de tecido {Tabels Ty

o graficos 1 e 2).

Alem dissp, verifica-se tambeém, atraves da
mesma analise, gque o consumo de oxigenio diminui, significativa
mente, ap nivel de 5% de probabilidade, a medida gue se aumenta

a concentracdo de Sialotoxina I.

Por.outro Tado, n3o se observam diferencas
significativas entre oS subgrupos B, (endbgeno + Sialotoxins I,

0,02 mg/ml) e B, (endogeno + glicose + Sialotoxina I, 0,01 mg/mi).

3
Ainda na Tabela IV verififam-se tambem os da-

dos indicativos do consumo de oxigenic do grupo € {Insulina).

0 teste de Tuckey demonstrou que existem di-

farencas significativas ao nivel de 5% de probabilidades entre



o5 subgrupos C], Cz g CS’ cujos valores foram, respectivamente,
de 409.4 T 19,1 460;9-1 9.6 e 129,8 ¥ 4,8 microlitros por gra-

ma de tecido por hora (Graficos 3 e 4).

Dessa forma, nota-se que nos ensaios gue con
tinham eﬁéﬁgeno + glicose + insulina {subgrupo Cg), O consumo
de Qxigéﬂﬁe era mais efetivo que équeTe constituido de endage
a0 @ Insulina, revelando a impart@ncia da presenga do substrato

no meio de reacao.

Todavia, observa-se que o consumo de oxige-
nin no ensaio gue continha endogeno + glicose + insulina + Sia-
totoxina I (0,02 ma/ml), subigrupo 83 foi, significativamente,me

novr que nos dois ensaios gque nao continham Sialetoxina I (C e

1
CE).

A mesma analise reveiéa, ainda, que ndo exis
tem diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade

gntre o5 subgrupos BT {enddgeno + Sialotoxina I, 0,02mg/ml) &

B, (endGgeno + glicose + Sialotoxina I, 0,02mg/m1) (Tabela IV).

Os dados do consumo de 0x€g§n105 em funcao
do tempo de incubacio dos diferentes ensaios biologicos dos
tpres grupgs experimentais, podem Ser vistos nas Tabelas YVIT,
ﬁzizg IX, X, XI, XLI,-XIIT, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII, XIX e

XX do apéndice.
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* TABELA 1V: Consumo de Oxigénio

G. ISUBG, ENSAIOS BIOLORICOS MEDTA f-sg

: A EndSgeno a 316,6 & 5.6
N SR
T. 32 Endogeno + Glicose b 373,1 T 19,3

B, |EndBgeno+Sialotoxina 1(0,02me/mlei 113,4 + 9,4
5 EndGgeno + Glicose + Sialo ‘
; B, - | d 208,6 T 6,5
A toxina I (0,002 mg/ml)
L } L
0 1 Enddgeno + Glicose + Sialp . :
E B 533 ¢ 104,00 - 6,4
g ” toxina 1 (0,01 mg/ml)
1 n— » "
N Fndogeno + Glicose + Sialo
A B, e 62,21 8,

toxina 1 (0,02 mg/ml) ”
1 - _
{1 Endogeno + Glicose + Sialg
B £ 37,57 3,1
> | toxina I (0,03 mg/mi} -

CNi Endégeno + Insulina g 409,4 T 19,7
I o L
N Enddogene + Glicose +
5 c, h 460,3 % 9,6
U c Insulina ‘
] ;
1 - R _
N Fndogeno + Glicose + Insulina \ _
A Cy | 2 i 129,8 T 4.6

: + Siatotoxina I {0,02 mg/m?)

Valores medies, desvios padroes da media do con-
sumo de &ﬁg%nﬂ; fIn ¥itro" {microlitro por grama de teci-
do por hora) pelo diafragma de ratos, nos diferentes en-
saios biongicoé.

Os tratamentos seguidos das mesmas letras ndo di

ferem, significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade entre si,
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cido/horal), dos sistemas experimen-
tais:

+- Endogano

i~ Endogens + Glicose

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

;- Enddgeno + Glicose + Sialotoxina I (0,002ma/ml)
:~ Endogeno + Glicose + Sfalotoxina I {0,01mg/m1)
i

:~ EndGgeno + Glicose + Sialoctoxina (0,02mg/m1}

.:= Enddgeno + Glicose + Sialotoxina I (0,03mg/ml)
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650 4 ®——o Endogeno+Glicose+Sialotoxina 1(0,03mg/ml)
A—— Endogeno+Glicose+Sialotoxina 1(0,02mg/ml)

500 A———a Endogeno+Glicose+Siatotoxina 1(0,0%mg/m1)
o—0 Enddgeno+Sialotoxina I1{(0,02ma/m1)

550 o sz EndogenosGlicose+Sialotoxina 1(0,002mg/m1)

-—7F7 Endogeno '

500 - e L1id0GEN0+GT1C0SE

450 o
o /‘/ e

400 = /ﬂf

A

75 90 minutos

GRAFICO 2:- Consumo de oxigenio (ul/grama de tecido) em
funcao dos diferentes tempos de incubaciao.
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GRAFICO 3:- Consumo de oxigénio (ul/grama de te-
cido/hora), dos sistemas experimentais:

:~ Endogeno

Fndbgeno + GBlicose

o

- Endbgeno + Insulina

+

M3 o g
)

.~ Endogeno + Glicose + Insulina

F o I T T T

c~ Endogeno + Glicose + Sialotoxina I (0,02mg/ml) +
Insulina

(8]
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Z
704 -
650 -  #——ik EndogenorGlicose+Insulina *
M0 End@geno+1nsulina y
GO0 e EndDgeno+Glicose pe
Ay Endogeno S

55{ - @——@ Endogeno+GlicosexSialotoxina I /j{// K/ﬁm
) (0,02 mg/ml)+Insulina ///

i L i

18 3n 45 60 75 90 minutos

GREFICO 4:~ Consumoc de oxigénio {(ul/grama de tecido) en
funcao dos diferentes tempos de incubacio.



4.7, Incorporag%o.de Glicose {ug/mg de tecido/hora)

A analise de variancia dos dados obtidos so
hre a incorporacao de glicose pe}b diafragma dos ratos perten-
centes aos grupos D (Sialotoxina 1) e grupo E (Insulinal), reve

lTou que existem, entre ambos, diferencas significativas ao ni-

vel de 1% de probabilidade.

A mesma analise apresentou para F ¢ valor
de 254,8 para o coeficiente de variacao (C.V.) 7,04 e uma di-~
ferenca minima significativa entre os ensaios analisados de

0,16,

Com a finalidade de se analisar oS tipos de
diferencas que existemmentre os grupos, aplicou-se o teste de
Tuckey gue permite a comparacdoc de medias 2 a ¢, ao nivel de

5% de probabilidade entre si.

Desse modo, podem ser vistos na Tabela V os
valores da incorporacao de glicose {micrograma por ‘miligrama
de tecido por hora), tanto deos animais pertencentes ao grupo

D, com seus respectivas subgrupos, quanto do grupo L e subgrupos.

Assim, observa-~se que 0 ensaio biologico,
que continha somente a glicose, subgrupo Di, apresentoy uma
captacdo media de glicose de 1,67 I G,O@Iug/mgfhora, enquanto
que os ensaios, contende glicose com Sialotoxina I nas do-
ses crescentes de 8;002; D;G¥; 0,02 & 0,03 mag/mi, respectivanen

te, subgrupos Dy, Do, B, & Dy, mostraram uma incorporagan me-
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dia de 1,34 T 0,055 1,10 % 0,00 0,897 0,06 e 0,52 % 0,06 ni-
crogramas por miligrama de tecido por hora, onde depreendemse
que existem diferencas significativas entre si, e que a presen
ca da Sialotoxina I, no meig de réacﬁd, g efetiva em diminuir
a captac%o de g?icose; & que essa diminuicgo aumenta a medida

que se eleva a concentracao da mesma (Tabela V e Grafico 5).

Nos animais do grupo E, cujo ensaio biologi
co era constituido de glicose com insulina (subgrupe ET)’ a in

_}_

corporacao media de glicose foi de 2,42 2 0,11 ug/mg/h.

Todavia, no subgrupo Ez, onde foi adiciona-
da Sialotoxina I na concentrgcga de 0,02 mg/ml, obteve uma in-
corparagadhmédia de glicose de 1,28 T 0,14 ug/mg/tecido/ hora,
mostrando uma dimiﬂui¢§o de 47 ,1% na captacgo de glicose peleo

diafragma {Tabela V e Grafico 6).

Por outro Tado, guando se analisa os dados
do ensaio biologico dc'grupn N, subgrupo Dgauque continha gli-
cose + SialeteXina 1 (0,002 mg/ml), cujo valor médio de incorpo
racan era de 3334.f 8,05; e o grupo E, subgrupo EE, gue era
censtitdido de glicose + insulina + Sialotoxina I (0,02mg/ml),

20,14, o teste de  Tuckey

com uma incerporacdc media de 7,28
demonstrou gque nav ocorreram diferengas significativas, ao ni-

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

0s dados individuais da incorporacaop de gii
cose pelo diafragma dos ratos, nos diferentes ensaios analisa-

dos, padem ser encontrades nas Tabelas XXI e XXII do apéndiCe.

Come a incorporacio de glicose apresentoudi

ferencas significativas, entre as diferentes concentracoes de
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TABELA V: Incorporacao de Glicose

5
6.1SUBG. - ENSAIDS BIOLOGICOS MEDIA & Sy

. D, jGlicose a 1,67 £ 0,04
I g R Py
A . s
L DZ Glicose+Sialotoxina 1(0,002mg/mibg1,34 ~ 0,05
g% N—
04 o} 0, Jaticosessiatotoxina 1(0,01mg/mt)c 1,10 = 0,01
I S M- SROT—
i 0, |ericosesSiaTotoxina 1(0,02ng/mi}id 0,89 * 0,06
1 o

Dy {GiicosesSialotoxina 1(0,03mg/mi e 0,52 % 0,06
I +
N E1 Glicose + Insulina F 2,42 - 0,11
S .
i .
il E —— .
I Glicose + Insulina + Sialotoxi- +
N E2 Yna 1 (0,02 mg/m1) g 1,28 - 0,14
A

Yalores médios e seus desvios padroes da incorpo-
racdc de glicose "In Yitre", (microgramas por miligrama de
tecido por hora), dos-diafragama de ratos, nos diferentes

tratamentos.

0s tratamentos, seguidos das mesmas letras, nao
diferem, significativamente, ao nivel de 5% de probabfiida

de entre si,
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GRAFICO 5:- Glicose incorporada {ug/mg de tecido/
hora), dos sistemas experimentais:-

Glicose

81icose + Sialotoxina I (0,002 mg/ml)
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flicose + Sialotoxina I (0,01 mg/ml)
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Glicose + Sialotoxina 1 (0,03 mg/ml)
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GRAFICO 6:- Glicose incorporada (ug/mg de te-

cido/hora) dos sistemas experimen

tais:

M pq:- ericose
E::j E1:~ Glicose + Insulina

Eﬂﬂﬁ Ezf“ Glicose + Insulina + Sfalotoxina 1{0,02mg/m1)
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Sialotoxina I, ajustou-se as mesmas doses uma regressdo linear.

Atraves da equacdo: y= & + Dx, onde y= quan-
tidade de glicose incorporada; e, x= doses de Sialotoxina .1, o
ajuste da regressao mostrou o seguinte resultado: equacao esti-

madas= ?:11,52 - 33,6x.

A analise de variancia (Tabela VI)apara tes-
tar o ajuste da ?egressﬁo dey um valor do teste F, de 48,9,
significativo ao nivel de 1% de probabilidade, mostrando gue
n ajuste foi muite bom.

Foi tambem determinado o valor do coeficien-

2

te de determinacdo R®= 0,94, que também comprova a qualidade do

ajuste.

TABELA VI: Analise de varidncia da Regressdo Linear da Incorpo-

raczo de Glicose.

CAUSA DA VARIACAO 6L sQ | oM F

3
Regressao linear ] 0,718813 0,718813 48,9
besvio da Regressiol 3 0,0448G703 0,01470234

TOTAL 4 ,76292

** Significative ao nivel de 1% de probabilidade

A equacae mostra gue cada unidade da concen-

tracao da Sialotoxina I, usada nos diferentes ensaios, causa
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uma gueda de 33;6 microgramas por miligrama de tecido por ho-
ra; ou, ainda, umﬁqcr§sc1me de 0,07 mgfm1 de Sialotoxina 1 cég
%8 uma guada de 03336 ug/mg de tecido/hora na incorporacgao de
glicose {Grafico 7). A equacae lea representada o Grafico, em

que: y= 1,52 - 33,6x -
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Incorporacao
de glicose

5 o A y= 1,52 - 33,6 x

1,5 ..1\\
& ™

1,0

0,5 \

0 : x {doses da Sialotg

: ! } ! xina 1)
0,002 0,01 0,07 0,03

GRAFICO 7:- Regressao linear da incorporacac
. de glicose, em ¥unc¢ao da concen-
tracao da Sialotoxina I {(* indi-

ra 05 pontos observados).
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5. DISCUSSAQ

0 papel das g?&ndu?as salivares, comp 0rgaos
de secrec$0 endﬁcrina; vem sendo investigado desde o inicio do
secuto (FARRONI, 7917; UTIMURA, 1927). Em 1934, OGATA propos o
estabelecimento das.giandu?as zalivares c&mo-érgﬁos endocrings,
com grandes contrﬁbuicﬁes metabolicas, especificamente no meta-

balismo de carboidratos.

A semelhanca histologica das g1§ndu?as 517~
YAares, pr%ncipaimente a parﬁtida, com a estruturs morfc~h§sto?§
gica do pgncreas, induziu varios autores a relacionarem as ati-
vidadea bioguimicas e, consequentemente, funcionais desses dois
argaos. Rssim; TAKIZAWA (1954) e OGATA (1955) relataram a hipe-
ratividade induz?dé no pancreaé pela auséﬂcia das giandulas Sa-
Tivaraes. A re]ﬂc§0 oposta, isto &, o inc;éﬁgnto das atividades
ﬁas-g1§ndu%as salivares, associado a.reducio das ilhotas de
langerhans, foi constatado por HALMOS & SOMOGIY (1962),

- 0 quadro formade pelas informagoes acumula-
gas, evidenciando o pgpe? metabolico ativo das glandulas sali-
res, levou varios autores a tentarem isolar e identificar 0
fator ou os fatores metab0olicos, provavelmente, secretados por
tais oOrgaos, faﬁo phservado em 1955 - por HILL que isojou,
a partir de glandulas parotidas bovinas, um fator hiperglice-
miante, ativo, em ratos, Par outro lado, efeitos hipo-
glicemiantes de extratos de glandulas salivares  também foram

rotatados por FLEMING em 1962, e confirmados por trabalhos de
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nessos laboratorios, posteriormente (TEIXEIRA, 1979 &  GUIMA-
R%Eé.et alii; TQ?Q)Q Essa“ac$0 hipoglicemiante éas. glanduias
parﬁéidas_é atribuida ao principioc ativo isolado dessas gtandu
las, o aonvenciona?menté denominédo Parotin (TAKIZAWA, 1954

OGATA, 1955 & 170, 1960).

A correlacao metabolica entre glandulas pa-
rotidas e o pancreas foi descrita em varjos trabalhos na déca-

da de 1970,

SILVERMAN & DUMBAR (1974) e LAWRENCE et
alii {1975}, atribuiram ?5 g1§ndulas salivares funcaes hiper-
g?icemian@es, seme]hantes.as exercidas pelo pancreas, Esses
autores isolaram, ainda, d&s'g1$ndu1as salivares uma substan-
cia, cuja acgo, segundo eles, & semelhante ao do glucagon pan-
creatico, fato que os levou a denominarem esta substancia de

glucagon salivar.

DOI et alii (1978}, por-sua vez, observaran
a existeéncia de um principio ativo nas glandulas salivares que
atua no metabolismo de carbopidratos, de maneira semelhante a

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

0s dados obtides na literatura, até o mowmen
to, associados aos refultados de varios experimentos desenvol-
yidos nos nossos laboratorios, favorecem a-formu?ac§0 de uma
- tepria, segundo a gual as giéndulas salivares exercem um papel
regulador sobre o metabolismo de carbeidratos, visando 0 esta-
belecimento dos ﬁ7vei5.91ic§micos no. sangue, Esse papel e exer
cido como funcao auxiliadora ao pancreas, e em completa coorde

nacdo com ele. Esta teoria encontra forte apoio nos trabalhes
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de TEIXEIRA (1879); GUIMARAES et alii (1980); TEIXEIRA et alif
19855 ARRUDA VEIGA, 1987, |

A fim de esclarecer o mecanismo pelo  qual
as glandulas salivares atuam na regulacdo do metabolismo de
carboidrétos, iniimeros trabalhos foram realizados em varios
%abaratﬁrios com o objetivo de determinar e isolar os princi-
pios ativos secretados por esses argaos &, posteriormente, elg

cidar sua estrutura e mecanismo de acaon.

Desse modo, BARKA (198%) mencionou a exis-
tencia de 25 principios ativos nas glandulas salivares, com
uma vasta agdc metabolica, que abrange a homeostase e afeta o

crescimento e diferenciacao celular, entre cutras.,

LIU%ZI & ANGELETTI (1968) relataram que al-
guns dos princfpids ativos, isolados das g?ﬁndu]as submandibu-
lares de camundonges machos, apresentam efeitos toxicos, guan-
do administrados a camundongos machos e fémeas. Estudos desses
autores revé}arém'a'existéncia de varias fracoes com a  mesma
5&50 toxica, pdr%m em niveis variados e, ainda, indicaram a

ppssibilidade de serem de natureza proteica.

0s principios ativos secretados pe?asgiandg
tas submandibulares con’ atividade ?étaT“foFém.também”demenstrg
dos por HOSHINO & LIN (1968 e 1969}, o0s quais verificaram que 05
transplantes QG glandulas submandibulares de cmmmdongosf@meas &
machos imaturos; reaii;ados em camundongos de ambos sexos nao
mostraram os efeitos letais, observados qguandg 05 MESWMOS AXpE-
rimentos eram repetidos com os doadores previamente - tratados

com testosterona,
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0s dados obtidos por TAMES, FAVA.bEIQORAES &
DOIME (1985), como tambeém os obtidos por TEIXEIRA et alii (19867,
servem de apoio e esclarecimento as observacoes de HOSHINO & LIN
(1968 & 1969). Assim, o 19 grupo de pesquisadores observou que
& castracas de camundongos machos adultos, apos 30 dias, alem
de promover uma excepcional queda na testosterona circulante,le
va a uma atrofia subsequente dos ductos granulosos, fonte produ
tora de inumeros fatores biclogicamente ativos. TEIXEIRA ef alii
{1986) verificaram gue a castracao de camundongos adultos  ma-
chos, apos 30 dias, provocou a ausencia do efeito letal dos ex-
tratos de glandulas submandibulares, e que a administracio  de
testosterona em camundongos machos orquidectomizados induziu a
nroducdc dos fatores letais.

Fsses dados evidenciam a re1ac§0 “mrovavel,
de dependéncfa “;;£ré oéuuféfofes letais, prodﬁzidos | pelas
glandulas submandibulares de camundongos.machos adultos e a tes
tosterona. Essa,re1ac§o se apresenta c?aréméﬁte nos camundongos
femeas que receberam previamente doses de testosterona e, quan
do submetidos & doses crescentes de Sialotoxina I, mostraram
maioy resisténcia aos efeitos da mesma em relacéo.és femeas nor

mais (AGOSTINHD, 1987).

Com 0 intuito de identificar os fatores le-
tais observados nas g?ﬁnduTas submandibulares, PINHEIRD (1985)
isolou a partir dessas g?@nduias de camundongos wachos adultios,
sybstancias de baixe  peso molecular, denominadasibar ele de Sialo
toxina I, 11, 111 e 1V, onde todas apresentam, &m varios

niveis, atividades letais, mencionadas anteriormente,

AGOSTINHO {19877 administrou  Sialotoxing |
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(SI) em camundongos machos e fémeas, em varias condicBes experi
mentéis, e verificou seus efeitos biclbgicos, determinando tam-
bem aadose Tetal da frac§0 estudada. Os animais tratados com a
ST apresentaram um guadro c¢linico variavel, dependendo da dose,
ca?acterféado por: hiper~excﬁtab§1idade, apatia, festinac%o, hi
potonia, pi?oerecga, taquicardia, Sudorac5o, cianose, midriase
e exoftalmia, noliliria, epistotomo da cauda, convu?sées, Con-
traturamémggggglmmﬁéufgﬁééénééfém bemwmé{s sensiveis & acao da

51 gue os machos, tendo ainda apresentado uma dose tetal, s53g-

nificativamente inferior,

0s resuitados acima descritos, ofereceram
uma base péra o estudo do mecanisme de acao da ST, a nivel celu
Tar. A inducao da cianose, tanto em femeas quanto em machos, sob
2 efeito da SI, demonstrou 0 envolvimento da utilizacao do oxi-

genio no mecanismo de acdo da toxina estudada.

Desse modo, estabeleceu-5e um modelo experi-
mental para o estudo do consumo de oxigenio, pelo sistema mano-
wetrico, segundo a tecnica convencional de WARBURG (1972). 0
funcionamento do metodo foi testado atraves do usc de insuling
convencionalmente estabeltecido {(HECTER, LEVINE & SOSKIN, 19841,
HAUGAARD & MARSH, 19525 TEIXEIRA, 1979; ARRUDA VEIGA, 1987).

A analise de varigncia dos resultados refe-
rente ao consumo de 0x1g§nio {microlitro por grama de peso de
tecido/horal, revela que existem diferencas significativas, ao
nivel de 1% de prcbabilidadeilentre 0s 3 grupos experimentais
{Controle, Sialotoxina I e Insulina), permitindo avaliar, atra-
ves do teste de Tuckey; as diferencas entre as medias dos diver

sos ensaios biologicos.
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Assim, nota-se pela Tabela IV (graficoes1.7),
que no grupo A{.Contro1e; a0 comparar os resultados dos subgru
nos Aiae A,» Enddogeno e Endbgeno + Glicose, percebe-se que a
presenca da glicose aumenﬁa}'significativamente, 0 consume de

oxigenio pelo diafragma dos ratos.

0 consumo de oxfgénio, no experimento consj
derado controle (Endogeno)}, constituido pelo diafragma incuba-
do no tampéa Krebs-Ringer Fosfato {TKRF), apresenta um valor
médio de 316,6 T 5,6 ul de Ozzg de tecido/hora. Esse valor me-
dio diferé,-significativamente5 da media obtida do experiments
canstitu?do-pe?os mesmos elementos do grupc controle Enddgeno
mais SI, na concentracio de 0,02 mg/m), onde o consumo de oxi-
genio foi de 113,4 : 9,4, 0 gue representa uma queda de 64,1 %

no consumo de oxigenio, devido a presenca da SI no meio de in-

cubacao,

MComparando~se, ainda, 0 Consumo de oxigenio
pelo diafragma entre os grupos A2 {EndGgeno. + Glicose) e ague-
les que contém glicose e SI, em diferentes concentragﬁes {Bz,
Bys B, @ 85), vérificause mais uma vez uma queda no consumo de

oxigénio nos grupos que contém a SI no meio.de incubacdo.

O0s dados também revelam que, a medida  que
as concentracoes dessa toxina sao aumentadas no meio de red-
cio em 5, 18 ‘& 15 vezes, 0 consump de oxigenio diminui, res-

pectivamente, em 72,1; 83,3 e 89,95, =~ .7
0 papel do oxigénio no metabolismo aerobico
do diafragma do rato ja & bem conhecido. 0 oxigenio & a etape

final de uma sequenciade reacoes (fosforilacaoc oxidativa), que
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anyolvem varias coenzimas € uma serie complexa de reac§es$ gque
tomam lugar nas membranas internas da mitocﬁndriaQ Estas membra
nas cbntgm um grupo de protg?nas, que tém ferro em suas melecu-
las, conhecidas como citocromos. Nesse sistema os protons e ele
trons, provenientes das atividades metabdlicas, escoam numa sé-
rie de rea;ﬁes de reduc$0 e mxidacéos que visam o aproveitamen-
te maximo da energia produzida, e, finalmente, a formag§0 de

Bgua.

Se o oxigénio nde estiver disponivel para o
sistema de citocromos, o ATP n§0 sera formado pela mitocondria.
A fnterrupcae'desse sistema pode ser provocada por variss ele-
mentos como cianeton, 2-4-dinitrofenol, salicilato e outros. Es-
5as .S&hsténcias reagem com um dos componentes do sistema, cowo
par'exempie o ¢ianeto, gue reage com ¢ citocromo final da Ca-
deia;_dificuitando a transfer&hcia de elatrons ao oxigénio, @
blogueando a producde de ATP pela mitocdndria (VANDER- SHERMAN-
LucIAK, 1981}, S

A diminuicio da utiiizag%o de oxigenio, ob-
servada em nossos dados, pode ser explicada por mecanismo seme-
thante, isto a, a.Si pode provhcar um blogueio no sistema de
transparte de eletrons, impedindo a formacgo de ATP, prevocando
assim, a diminuigao d; uti2izac§a de oxigénio, Essa a¢ao propos
ta da SI pode oferecer subsidios para explicar a mortalidade cau

sada por ela nos animais, observada nos experimentos realizados

per AGOSTINHO (1987).

0 pegquenc aumento no consumoe de oxigenio ob-
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servado na presenca de glicose (373,71 2 19,3) foi eliminado na

nresenga da SI, isto e, a meédia do consumo de oxigénio obtida,
o mcéé}o experimental A}, contendo apenas diafragma e tampgo
(316,6 « 5,6), foi aumentada.para'3733? Y 19,3 na presenca  da
glicose A,, (Enddgeno + Glicose). Esse valor médio foi reduzido
para 62,2 t 8,1, By, quanda adicionou-se ST (0,02 mg/ml) & esse
ultimo experimento. Essa reducdo apresenta o produto .somatorio

do afeito da 51 na presenca © na ausencia da glicose.

Considerando o metabolismo exclusivamente ae
rohico do diafragma, admite-se que toda a glicose consumida pe-
1o musculo, apbs a sua conversao em piruvato, e completamente o
xtdada no ticlo dos acidos tricarboxilicos, provocando funciona
mento do sistema de tggnﬁporte de eletrons, a fim de reoxidar
as coenzimas utilizadas neste ciclo. Sende assinm, alteracoes
nos niveis de uti?fzﬁggo de Qxigénio afetar%o, diretamente, 0
consumo de glicose, pelo diafragma. Esse raciocinio vem direta-
mente ao encontro dos reéu?tados obtidos nos nossos  experimen-

tos.

A agao da SI tambem foi investigada no meio
de incubacao contendo Insulina e glicose. Para tanto, utilizou-

58 05 SUubgrupos Ci’ ﬂz e C3a

-

Comparando-se o5 resultades dos subgrupos &1
2 C}g'observa“se que a insulina & efetiva em aumentar o consumo
de oxigénio; evidenciando que a mesma, alem de aumentar 0 nume-
ro de receptores e dos iransportadores intracelulares (GEMMILLj
1940 ¢ 1947; VILLEE & HASTINGS, 1949; VILLEE, WHITE & HASTINGS,
1952 KARNIELI et alii, 1981; WARDZALA & JEANRENAUD, 1981; XKONO

et alii, 1982), estimula a acdo da hexoguinase no processo da
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fosforilacao da glicose, sendo insnlino-dependente (LEVINE et
alif, 1850 PARK, BORNSTEIN & POST, 1955; LEVINE & GOLDSTEIN, 1955 e PARK
& Joﬁﬁsom, 1955 SHAW & STADIE, 1857).

Essas observacoes sao confirmadas na analise
dos subgrupos A, e CE’ que revelam um aumento no consumo de oxi-

genio de 23,5%, em funcdao da presenca da insulina.

5
s k]

Por outrptiados guando se caompara © consumo
médio de oxigénio na presenca de insulina e glicose (Cé) e insu
Tina + glicose + ST, (C3), observa-se uma reduc$0 neste consumo
de ??,9%,'0 que demonstra que a SI & efetiva mesmo na presenca

da insulina.

£ importaﬁte observar que os niveis de redu

¢io do consumo de oxfﬁénio provocados pela 51, na presenca  ou

na ausencia de insu1ina,.sﬁc.praticamente jguais, indicande a-
cies independentes dos dois principios.

”wmﬁhéééamaé“fhgﬁﬁgﬁa;'gﬁg}g”;éceﬁtoreg o

bre a agao enz}mética, deve ocorrer a nivel da entrada de gJi-

cose na celula, enquanto nossos resultados sugerem que 3 53

atua, provavelmente, nas etapas firais da cadeia respiratoria.

Quanto a incorporacdo de glicose (microgramg
miligrama de tecido/hora), a analise de yarigncia indica que e-
xistem diferencas, estatisticamente, significantes, ao nivel de
5%, entre os diferentes ensaios bio?égipqg, nos grupos D e E.
Sialotoxina I & Insulina, respectivamente (Tabela V. e graficos

5 e 6},

Mota-se que a presenga de SI em concentracoes

de 0,002; U;GI; 0;02 8 0,53 mg/ml no meio, contende glicose, pro
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vocou uma reducac na sua incorporacac de 19,7; 34,71; 46,7 e

68,.8%, respectivamente,

Ajustando~-se estas doses para uma reta de
regressao Tinear, a sua equagﬁo mostra gque cada unidade de SI
usada, nos diferentes ensaios, causa uma queda de 33,6 : micro
gramas- por miligrama de tecido pof hora; ou, ainda, um acresci
mo de 0,81 mg/ml de SI, causa uma queda de 0,336 microgramas

nor miligrama de tecide por hora (Grafico 7).

A iﬁcorporacéa da glicose obseryada no dia-
fragma de ratos mantidos em tampgu Krebs-Ringer Fosfato, con-
tendo somente glicose (D,), foi de 1,67 Lo,04 2 adicdo da ST
(n,0¢ mg{ﬁf} (i}g)5 ag meip dé incubacgo, resultou numa  queda
na uﬁi?izacao de glicose, levando a um valor medio de 0,89 :
0,05, Esse fato pode ser entendido como sendo- o produto do acu
mulo de intermediarios no ciclo do dcido tricarboxilico e da

g}icﬁ?ise; provocado por um bloqueio no sistema de transporte

de eletrons.

Ja & sabido . que a adigdo da insulina no
meio de reacao, aumenta a incorporacgo da glicose, tanto em f2
cido adiposo (TEIXEIRA, 1978) guanto em preparacgao isolada do
musculo diafragma (RANDLE & SMITH, 1958). Desse modo, a presen
ca dasse hormanio no meio de incuhacao, aumentou a incorpora-
¢Ao de glicose pelo diafragma, elevando o valor medic de 1,67

Y 0,04 para 2,42 T 0,11 ug/mg/h.

A adicido. da insulina, no meio de incubacao
(EI};'significa um aumento na captacac da glicose pelo diafrag
ma en 4439%; quando comparado com o meio de reacéa que contam

somente. glicose [Q1) na concentracdo de 1,0 mg/ml. elevando o
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valor medio de 1,67 T 0,04 para 2,42 2 0,11 ug/mg/h, dados es
ses que sao confirmados por intimeros pesquisadores =« {CZECH,
19??§1£ﬂ$%%N&'NARDZALAs 1980, SUZUKI & KONO, 1980; WARDZALA &

JEARRENAUD, 1981},

Qutra observacao que merece destague, € que
o efeito na reducado da incorporacao da glicose pela SI {0,02mg/
ml) foi mantido mesmo na presenca da insulina: e isso pode ser
comprovade pela analise do meio de reacao (E,), contendo glico
se, insulina e I, que mostra uma diminuicao de 47,1% na 5U8
incorporacio em relacdo ao meio, contendo glicose + insulina
(£1).

0s nossos resultados encontram forte supor-
te o s@c.similares Eque?es descritos por FBOUE-BONIS & CLAL-
SER 519??),.quand0; analisando o efeito combinado da acao de
insulina e florizin no transporte e metabolismo de carbeidratg
mastraram que o florizin inibe'b transporte de glicose, tanto

na presenca quanta na ausencia de insulina.

Tendo em vista, gue o estudo desse peptideo
(ST}, produzido pelas gldndulas submandibulares de camundongos
machos, ainda encontra-se na fase de caracterizacio bioguimica
muito daquilo que foi discutido, neste trabalho, devera ser
esclarecido com a_rea1i;ac§0 de estudos mais profundos e com-
pletos que, provavelmente, traréo novos subsidios sobre - as
suas acBes biologicas, seu mecanismo da-ac§0 e sua atividade

letal.

Trata-se, sem duvida alguma, de um campo de
pesauisa gue deve ser explorado, ne sentido de se obter nmovos
conhecimentos para a sua subsequente aplica¢do no campo biolo-

gico.
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6. CONCLUSDES

A analise e a descricao dos resultados obti
dos dos estudos "in vitro", sobre os efeitos da Sia?btoxina 1,

subsidiam as seguintes conclusoes:

1« A substancia, produzida pelas glandulas
submandibulares de camundongos machos; denominada de Sialotoxi
na [, promove, efetivamente, a feducao do consumo de oxigenio
{"In Vitro"), pelo diafragma de ratos normais.

2- A Sialotoxina I, diminui a captacao  de
glicose (fIn Yitro”), pelo diafragma de ratos normais.

3- A Sialotoxina I apresenta diminuicao no
consumo de oxigenio éureducao na incorporac&o de glicose, mes~

mo na presenca da insulina,
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8. RESUMO

0 presente trabalho foi realizado com a fi-
nalidade de se verificar "In Vitro", os eventuais efeitos  da
Stalotoxina I (81}, sobre a incorporacio de glicose e o consu-

mo de oxigenio pelo diafragma de ratos.

Foram utilizados 102 ratos machos (Rattus ,

norvergicus, albinus, Wistar), com 2 a 3 meses de idade, pesan

do entre 150 & 200 gramas.

A parte experimental foi desenvolvida em 2
made?cs experimentais: a) detérminacEG do consumo;
b) detefminacgo da incorporacac de gli-
cose,
H'No modelo experimental, determinacdo do con
sumo de oxigento, foram utilizados 60 animais, distribuidos em
3 grupos: Controle, Siaéotoxina I e Insulina, ou seja, grupos

A, B e C; respectivamente, na seguinte forma:

Grupo A: Controle - Constituido de 12 ratos
e redistribuidos em-z‘sub§rupos, A] e &2.

Subgrupo A?: Controle - Endbgenc - 6 ratos;

Subgrupo A,: Controle - Ehdﬁgeno + Glicose

'Q.ﬁ ratos.

Grupo B: Sialotoxina I {SI) - ConstituTdo de

30 rates; rédistribu?das em 5 subgrupos de 6 ratos cada:
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SUbQTUP05312 Endﬁgeno + ST (0,02 mg/ml):

Subgrupo By: Endogeno + Glicose + SI (0,002

mg/ml);

Subgrupo Bs: Endﬁgeno + Glicose + SI (0,01
mg/mll)s |

Subgrupo B,: Endogeno + Glicose + SI (0,07
mg/ml);

Subgrupe Bg: Endogeno + Glicose + SI (0,03
mg/mil).

Grupo C: Insulina - Constituido de 18 ra-

tos, redistribuidos em 3 subgrupos, constando de 6 ratos cada:

Subgrupo €, : Endogenc + Insulina;
. Subgrupo. C, : Glicose + Insulina;

Subgrupo C; : Glicose + Insulina + SI (0,02

agfm?).

Para a determinacdo da incorporacdo de gli-
cose, foram utilizados 42 ratos, distribuidos em 2 grupos: Sia

fotoxina I e Insulina, grupos D e E, respectivamente,

*

Grupo D SiaTdtoxihéﬂfI~ Constou de 30 vra-

tos, redistribuidos em 5 subgrupos, com & animais cada:
Subgrupo ili,i i Glicose;

Subgrupo D, : Glicose + SI {0,002 mg/mi);
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Subgrupo Dot Glicose + SI (0,07 mg/mi);
subgrupo B,i Glicose + ST (0,02 wg/ml);

Subgrupo Dy: Blicose + 51 (0,03 mg/m1).

Grupo E: Ipsulipa - Constou de 12 ratos, re

distpibuidos em 2 subgrupos, contendo 6§ animais cada:
Subgrupo E1: Elicose + Insulina;

Subgrupo E,: Glicose + Insulina + SI (0,02

mg/ml ).

Os animais pertencentes aos 2 modelos expe-
rimentais, apos jejum de 36 horas, foram sacrificados por de-
aapitacéc e o musculo diafragma foi removido e mantido em tam-
p%a Krebs-Ringer § 4%, A sequir, os tecidos foram incubados
em frascos de Warburg, a fim de se.determinar "In Vitro®, 0

consumo de oxigenio e a incorporacac de glicose,

cluiu-se que o peptideo produzido pelas giandulas submandibula
res de camundongos machos, denominado Sialotoxina I, promove,
afetivamente, a reducao do consumo de oxigénio; diminui a in-
corporacao de glicose pelo diafragma de ratos normais,” como

tambem induz a uma diminuigao do consumo de oxigénio e redugdo

na incorporacao de glicese, mesmo na presenca da insulina,.
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TABELA VI - Consumo

de Oxigenio.

i TEMPO )
BINLHGICOS
EROGGENO a 60,6 fa 152.78a 230.30a 316.6 a 390.1h 471.3
: Tos.8 0 9,48t 1371t s AL 24,0t 2202
CNOBGEND 4 GLICOSE b 85.1 {b 184.3fb 285.4)b 373.] bgd70.4bg573.7
Pogo2 0t 3.2t 7ot ois.xt 26 AT 240
FAOBGEND + SIALOTOXINA £3j35.8 fci 68.1§ch 84.9 611]3.5§C'§136.u£1}58,5
1 (0,02 mg/m1) Tooyor o ozoolt el o4 547 16,9
CHDSGEND + GLICOSE . |ded4.6 di 99.78d 158.60 d 208.d 4 267.0d 314.7
STALOTOXINA HO,002mg/mil® 2.5 0% 3.4/ 4.0 6.97% 6.4° 4.5
ENDOGEROD + GLICOSE + fec26,7 ¢ 59.7bc 83.0 c 104.4 c 115.4¢ 136.2
STALOTOXINA I (e,swmgfmj} s oo olt a4t adto6.d4t 4.4t 8.1
QNQﬁGéNG . GLICOSE + felB8.2 §f 32.1Me 48,4 e 62.42 e 80.3e 95.1
CIALOTOXINA I (0,02mg/ml) |5 1.8 0T 43T 8.3% 8.1 6.4~ 3.7
CHDIGEN + GLICOSE + gFta, 1 hf 26.3e 32.4f 37.4f 41.%f 45.8
STALOTOXINA T (0,03mg/m1) £ 1.1 4% 1.8af 2,47 3.3}° .85 2.5
g%§§%§§giT?E§IMA 10.5 20, 20.4 22.4 29.6 27.2

yalores médios, desvios padrdes das medias (3x), Diferenca

Minima Significativa, de consumo de oxigenio, "In Vitro”, (ul/g

de

tecido), aos 15, 30, 45, 608, 75 e 90 minutes, pelo diafragma de ra-

tos, nos diferentes ensaios biologicos.

0s itratamentes sequidos das mesmas letras nao diferem, 513

nificativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, entre si.




TABELAVIII:~ Consumo de Oxigenio.

,
FHOAING 15 30" a5 60 75 9q
BI0LAGICOS | ‘
CUDTEEND » INSULINA 130.89 g224.8{F306.5 1§ g409.4)g485.4 §q593.
ooaagl o ossitrag I ag gt 2t gt o3
h
n
THDDBEND + GLICOSE + 1157.60 h264.319352.5 460.90 544.4 @ 645,
HSULINA Poa7d tossitian bt 9.6lt 5507 18
h h h
HEOGENG « SLICOSE + 105 1 3 30.3] 1 66.3) 105.4 | i129.80i150.7 {1172,
g /ml) Togod T g2l 79 o4 o770t 4
_ﬁ‘PF%zf»A MINIMA 10.5 90,70 22.4 22.48  29.86 27.
GRIFICATIVA

-

yalores medios, desyios padries das medias (°x), Diferenca
Minima Significativa, do consumo de okigénio, “In Yitro®, (ul/g de
tecidny, aos 15, 30, 55, 60, ?5 e 90 minutos, pelo diafragma de ra-
tps, nos diferentes ensaios biologicos.

nificativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, entre si.



TABELA I¥:- Consumo de oxigénio.

EHSAT 0T — TEMPO 1 2 38 4 | 5 § 6 [MEDIA/HORA
£ ¥ 4%
£ B12.0§316.7§313.74309.74322.0 1326.0]  316.6

: 5.6

S
ENDBEEND + BLICOSE 377.81360.5 §342.51371.71406.04380.2)  373.]1
- I 19.3
) iVl -
éigﬁgfggog gé?;?§OXI 125.11119.7 174,84 98.29119.04703.6§  113.4

02 Fog.8
CNDOGEND « GLICOSE «+ , ]
SIALDTOXINA 1 (0,002mg/mi)f198.8 £218.0 Ro4.9J205.24210.0{215.2}  208.6
SO
ENDOGENO + GLICOSE + |
SIALOTOYINA I (D,mmg;’mi) 106.0% 90.0 §#106.89107.6¢8104.68109.7 . 194 .0
. * A
ENDOGEND + GLICOSE +« §s8.1 §69. 50, 50.7 & 67. 66.4 62,0
STALGTOXINA I (D,0%mg/m1) ¥ 8.1
ENGOGENG + GLICOSE
STALOTOXTNA 1 (0,03mg/m1) §47.0 |34.0 Jao.1f32.0ds7.0faoaf | 37
S I
F N a4 T A -

Valores medios, desvios padroes do consumo de oxigénio,

{pl/g de tecido/hora), "In Vitro", pelo diafragma de ratos,

diferentes ensajos biolodgicos.

nos




TABELA ¥ 5-\— Consumo de Oxigenio.

TEMPO ,
CNSATOS - K ? 3 4 5 6 JMEDIA/HORA
BICLOGICOS | I 5%
ENDOGENO + INSULINA  #441.1}383.4}401.9§400.31395.41425.8)f  409.4
Y19,
ENDOGENO + GLICOSE + Hioo 11467 0 laa6.8)d6s.9{a71.80449.0 160.9
[HSULINA o s "00s
ENDOGEND + GLICOSE + INSU-E, . 12k 159G p
LINA s STALOTONINA T (p o) 345 128.0 0131.4]128.94120. 81356} ,aé.;
wa/mi ) ; T

Valores medios, desvios padrdes do consumo de oxigénio,

{nl/q de tecido/hora), "In Vitro", pelo diafragma de rates, nos

diferentes ensaios biologicos.
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TABELA XI - Consumo de Oxigenio.

TRATAMENTO - E N D 0O 6 E N O
15° 30" E 45" 60" 75t & 90¢
LT

1 osar 1§447 233.4 | 312.0 | 408.5 467,
2 73.0 160.4 232.4 316.7 361.8 471 .6

3 61.0 144.9 213.6 313.7 351.9 428

L 51.6 | 136.4 217.5 309.7 3987 472,

5 63.5 156.4 256.2 322.0 410.6 495 .

§ 59.8 150.8 228.9 326.0 409, 9 193
55.6 152.{ 230.3 316.6 390.1 477 .:
MEDTA B+ oo Bt o4 5 137 B 5.6 I 22,0 ¥ 2202

Valores individuais, médias e respectivos desvios padroes
{s-}. do consumo de oxigénio (microlitro/grama de peso de tecido),
ew funcio do tempo de incubagio do diafragma de ratos, obtidos nos

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos.
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TABELA XII+w- Efeito da glicose sobre o consumo de oxigenio.

TRATAMENTO - ENDDGEND + G L ICO0OSE

15’ 307 45" 60" 75" 90
1 92.3 182.0 303.8 377.8 509, 0 605.5
7z 30.7 186.0 289.7 360.5 447 .5 547.

3 82.5 189.4 266.7 342 .5 460.9 S80.
ke
4 78.0 179,92 256.2 371.7 432.2 549, 2
5 87.5  185.5 301.0 406.0 497.0 594, 5
& 90.1 84,0 265.0 380,72 476, 7 568,
wEn 1 A | B85 184.3 285, 4 373, 470.4 573,

it
t+

t 5.7 t 3.2 tEa17.7 t 19,3 26.7 74,

&

yatores individuais, médias e respectivos desvios padraes

(5.}, da consumd de oxigénio (microlitro/grama de peso de tecido}
X _ ) _ e _

sm fupcio do tempo de incubagao do diafragma de ratos, obtidos nos

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos.



TABELA XIIT:-

mo de oxigenio.

Ffeitp da Sialotoxina I {0,02mg/ml) sobre o consu-

TRATAMENTO - ENDOGENO + SIALOTOXINA 1 (0,02 mg/ml)
15¢ 30° 45" 60° 757 a0
1 44 .4 75.2 90.0 125.1 143.3 161.,1
i 39.4 72.3 89.2 119.7 139.0 159,72
3 43.5 71.2 83..1 114.8 136.7 156.5
4 32.7 69,1 87.3 98.2 126.4 141.40
5 29.8 £8.0 R8.6 119.0 138.90 1765.5
m -
B 25.1 53,2 71.4 103.6 134.86 170.0
. .. 4.9 113.4 136.3 160.5
vE DT A 35.8 \ 68.1 8 13 5
I - 7.0 6. 9.4 5.1 10.9
: 5
H ; . '
Yalores individuais, medias e respectivos desvios padroes
{s;), do consumo de oxigénio (microlitro/grama de peso de tecido},

er funcdo do tempo de incubacido do diafragma de ratos, obtidos nos
%ﬁtervaias de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos.




AT

TABELA xyy:- Efeito da glicose + Sialotoxina I {0,002 mg/ml)
sobre o consumo de oxigenio,

TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + SIALOTOXINA

1(0,002mg/ml )

15 30 45" 60! 75 94
1 471, 100. 154 .7 198.8 258.3 108.3
9 46, 100. 159,56 218.0 276.4 316.8
3 43. 9§, 162.5 204.9 264 .9 310.6
4 45, 102, 160.1 205,2 275.6 318,0
5 42. 94. 151.9 210.0 260.1 321.3
& 48, 104, 163.0 215,72 266 .8 310.6
m 44, 99,  158.6 208.6 267.0 314,72
MKDI ) + o o . +
2 3. o4 D 6.5 6.9 & 4,

valores individuais, médias e respectives desvios padroes

{Ei}, do consumo de oxigenic {microlitro/grama de peso de tecido},

sm funcdo do tempo de incubacaoc do diafragma de ratos, obtidos nos
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 & 90 minutos,
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TABELA XV :- Efeito da glicose + Sialotoxina I (0,01 mg/mi)
~sobre o consumo de oxigénio.

TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + SIALOTOXINA I (0,0Tmg/ml)
15" 30" 45" 60" 750 b 9p
3 30.6 63.6 84.8 106.0 120.6 145.7
v

2 28.8 50.4 72.0 90.0 107.2 126.0

3 27.5 58.5 86.1 106.8 113.7 148. 1

4 22.8 65.2 84 .1 107.6 120.6 143 .5

5 22.8 58.8 85,2 104.6 117.7 130.7

6 28,0 6§2.0 86.0 109.72 115.7 128.8

26.7 59,7 | . 83.0 104.0 115.8 136.2

HEDITA |, ; . . N .

* 9 foas 1t a9 toea Bt 46 T 8.1

B

Valores individuais, medjas e respectivos desvios padroes
{Si}5 do consume de oxig§nia {microlitro/grama de pesoc de tecidol,
em funcdo do tempo de incubagio do diafragma de ratos, obtidos nos
%nt%rvaics de tempo de 15, 30; 45, 60, 75 e 90 minutos.



TABELA XVI :- Efeito da glicose + Sialotoxina I (0,02 mg/ml)

‘sobre o consumo de oxigénio.

TRATAMENTO - ENDOGENO + GLICOSE + SIALOTOXINA I {0,02mg/ml)
AT

15" 30° 45" 60" 75 ¢ G0
1 17.7 32.0 53,3 68,1 88.8 36, 0
2 0.7 36.4 5.5 9.8 86.9 99.9
3 15.9 25 .7 40.7 50,9 711 94 .7
g 20, 3 27 .1 33,9 50.7 74,1 87.9
5 16.3 36.7 52.0 67.3 82 .6 98 0
5 18.6 35,0 5.1 56,4 77 .8 " 94 .5
iEv A | 18.7 321 48,4 67.7 80,7 95. 1
1.8 4.3 3.3 8.1 6.4 3.7

A

Yalores individuais, medias e respectivoes desvios padroes
p .

isgj, do consumo de oxigénio (microlitre/grama de peso de tecido},

e fungdo do tempo de incubagao do diafragma de ratos, obtidos nos
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos.




TRBELA XVIE - Efeito da glicose + Sialotoxina I (0.03 mg/mtl)
' sobre o consumo de oxigenio.

 TRATAMENTO - ENDOGENGQ + GLICOSE + SIALOTOXINA I {0,03mg/ml)

3
15 30" 45" 60 75" 90"
] 14.7 27.0 34,2 41.0 46,2 49,7
2 12,5 24,5 30.0 34.0 37.5 46,3
3 15,0 28.7 36.7 40,1 43,7 46,8
4 14.8 24.4 29.6 32.9 36,7 47 .8
5 12.0 26,1 37.1 37.1 39,7 472.72
5 15,1 27.2 34,0 40,2 4% .4 47 .1
MED I A 14,1 26,3 . 32.6 ) 37.5 . 411 4 45 .8
SO ka 5 31 2 o3 T 3.5 Too.s

valores individuais, médias e respectivos desvios padroes
{s;), do consumo de oxigénio (microlitro/grama de péso de tecido),
em funcao do tempo de incubacao do diafragma de ratos, obtidos nos
iniervafes de temno de 15, 38; 45, 60, 75 e Y0 minutos.,



TABELA XVIII:-Efeito da insulina sobre o consumo de oxigenio.

TRATAMENTO - ENDOGENDO + I NSULINGA
15¢ 1, J?B’ 45" 60" 75" 90"
; 133.1 235.8 322.2 441 .1 521, 593,
7 127.3 220.5 285.6 3834 481, 580
3 133.9 2371.1 317.7 401,09 451, 598,
4 | 131.1 226.5 321.8 409.3 472, 594,
5 131.6 217.1 289.5 395.4 494. 596 .
5 128.0 218.3 302.4 425,89 489, 589 .
W E D 1A 130.8 224.8 306.5 409, 4 485, 593,
o244 kY 6.8 F 1409 o9t gt o21. 3.

Valores individuais, médias e respectivos desvios padroes

{si}$ do consumo de oxigenio (microlitro/grama de pésa de tecido),

em funcio do tempo de incubacdo do diafragma de ratos, obtidos nos
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos.




TABELA XIX :~ Efeito da glicose + insulina sobre o consumo de pxigénio.

TRATAMENTO - ENDOGEND + GLICOSE +  INSULINA
15 30 45 60" 75 g0
1 174.6 §  294. 356. 167. 545 .9 644 .
2 163.1 287. 372 467, 546. 1 627

oo

3 153.9 288. 164, 446 . 548 .4 647 .
& 153.4 248, 350. 168. 530.7 636.
5 150.6 1 229, 331, 4771, 544 .6 683
6 149.8 237, 339 149, 551 .2 630.
. 754, R 60. i i
weo Al 157.6 264 3592 460 ) 5444 645
t 8.7 26. 14. 9. t 6.5 18.

F

valores individuais, medias e respectivos desvios padroes

{sg), do consumo de oxigénio
em funcdo do tempo de incubacdo do diafragma de rates, . obtidos nos
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 75 & 90 minutos,

microlitro/grama de péso de tecido),




TABELA XX :- Efeito da glicose + jnsulipa + Sialotoxina I

(0,62 mg/ml) sobre o consumo de oxigenio.

TRATAMENTD - ENDOGEND + GLICOSE + INSULINA + SIALOTOXINA T(G,07mq/
ml}
157 30! 45" 60 75! 94
1 38.0 67.4 114.0 1345 161, 176.5
2 24,0 60.0 94.0 128.0 147 . 166. 8
3 34.8 73.4 104.4 131.4 150. 170.1
3 25 64 .8 108. 1 128.9 157 . 180.1
]
|
5 30.4 63.4 96.9 120.8 140, 170.5
6 24.5 69.1 115.0 135.6 J59. 174.8
S ED 1A 30.3 66.72 105.4 129.8 150, 173.1
o4y 4 7.9 4.8 7. 4.4

yalores individuais, médias e respectivos desvios padroes

(sg), do consumo de oxigénio {microlitro/grama de peso de tecidoi,

em funcio do tempo de incubacdo do diafragma

intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60,

de vratos, obtidoes nos

75 e 40 minutos,



TABELA XXI:- Efeitos da Sialotoxina I sobre a Incorporacao da
" Glicose,

& GLICOSE+ STJGLICOSE + SHGLICOSE + SIf 6L '
4 - 4 3 + ICOSE+ S
g, GLICOSE JALOTOXINA I™§ ALOTOXINA I "J ALOTOXINA 17} ALOTOXINA I~
RaToNGs (0,002mg/m1) | (0,00mg/m1) ¥ (0,02mg/m1) | (0,03mg/ml)
1 1.62 1.28 1.13 0.82 0.60
2 1,72 1.29 1.08 0.83 0.59
3 1.68 1.42 1.08 1.01 0.44
4 1,72 1.36 112 0.95 0.45
5 1.65 1.47 1.12 -0.886 0.59
6 1.63 1.30 1.10 0.91 0.48
MEDTAS 1.67 1.34 1.18 0.89 .52
+ (sz)] ¥ oo.04 fo.05 I 9.01 T o.06 T o.06

valores individuais e medios, seus respectivos desvios

sadroes, da Incorporagac da Glicose "In Vitro® {(micrograma/mg/

tecido/hora) pelo diafragma de ratos.
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TABELA xXI1:~ Efeitos da Insulina e da associacao da Insulina +
Sialotoxina I sobre a Incorporacao da Glicose.

{}/ = GLICOSE + INSULINA +
O CGLIGOSE GLICOSE + INSULINA -
‘23‘ SIALOTOXINA T (0,02mg/m1)
RATOS
1 1.62 2.2 1.48
2 1.72 2.53 1.44
3 1.68 2.34 1.10
4 1.72 7 .48 1.10
5 1.65 2.55 1.30
6 1.63 2.43 1.726
25
MEDTAS 1.67 2,42 1.28
+ {sg) * .04 Yool f 014

Valores individuais e medios, e seus respectivos desvios
nadroes, da Incorporacao da Glicose "In Vitro" {(micrograma/mg/te-

cido/hora) pelo diafragma de ratos,




