MARIA CECTLIA FERRAZ DE ARRUDA VEIGA

EFEITOS DAS FRACOES I, 11, 111 E 1V DO PAROTIN SOBRE
A INCOPPORACAO DE GLICOSE E CONSUMO DE OXIGENIO PELO
TECIDO ADIPOSD DE RATOS NORMAIS E DIABETICOS

Tese a.pr@gentada .'é Facuidade de
Odontologf:!a__ de Piracicaba - da
Universidade Estadual de Campinas,
para obtencao do grau de Doutor

em Ciencia~ Area de Farmacologia.

PIRACICABA

-1987 -

UNICAMP
gIBLIOTECA CENTRAL



fos Pro?esﬁmre5 Doutores,
Décio Teixeira,

Cerlos Fduardo Pinheira,

Ernesto Jose Dottaviano e
Antonio Celso Ramalho,

pela minha formagao cientifica.



=
| o
P =3
f o=
[ v
|
i
=
P IT
| =
b
I <
b

Ac Professor Doutor Décio Teixeira, companheiroc em todos os
momentos, pela amizade com que nos acolheu, pela orientacio

segura ¢ constante que possibilitou a execucgao deste traba-

tho:

Ao Professor Doutor Carlos Eduardo Pinheiro, mestre e amigo,
agradecemos pela dedicagao e confianca com que sempre nos
distinguiu, pelo fracignam@ﬁto do Parotin ¢ pelos
conhecimentos transmitidos que muito nos auxiliaram durante

a realizacao deste trabalho;

Ao Professor Doutor Alcides Guimarades, pelo estimulo durante
o desenvolvimento deste trabalho, pela lealdade, companheiris-

mo e colaboragao;

Ao Massaaki Yamamoto, Ph.D. Manager, Pharmaceutical and
Manufacturing Technology of the Teikoku Hormone MFG. Co.,

Ltda., pelo fornecimento do Parotin;

Ao Professor Doutor Jaime Aparecido Cury, pelas sugestoes e

colaboracio na execugdo das técnicas bioquimicas;’

. A Professor Doutor Simonides Consani, Diretor da Faculdade

de Ddontologia de Piracicaba, pelo apoio recebido durante



0 processo de nossa contrataglo nesta Faculdade:

~ Ao Professor Doutor Roberto Simionato de Moraes, pela progra-

magao e orientacdc estatistica:

- Ao Professor Doutor Amado Leonizio de Azevedo, Chefe do Deparx
tamento de Ciencias Fisioldgicas da Faculdade de Odentologia
de Piracicaba, pela atencao e por gentilmente nos permitir

o uso dos aparelhos utilizados nesse trabalho;

- Ao Professor Doutor Thales R. Mattos Filho, Coordenador do
Curso de Pos-Graduagdo em Bases Farmacoldgicas para Terapeuti

ca Medicamentosa, pelo apoio e amizade;

- Ao Professor Doutor Samir Tufic Arbex, Cocrdenador\ﬁerél dos
Cursos de Pés-Graduagdo da Faculdade de Odontologia de Piraci

caba, pelo incentivo;

- Aos Professores da Area de Farmacologia, da Faculdade de Odon
tologia de Piracicaba, Doutor Jonas Vaz de Arruda; Doutor Jo-
sé Ranali; Doutor Jodc Leonel José; Doutor Eduardo Dias de
.Andrade ¢ Doutora Maria de lLourdes (. da Gama, pelos seus efi

clentes ensinamentos;

- Ao meu sogro, Professor Oléenio de Arruda Veiga, pela colabora

cao na revisaoc deste trabalho;

- Aos funcionirios do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da

2



Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Sr. Ulisses de 01i-
veira Martins, pela colaboracido técnica e Sr. Carlos Alber-
to Aparecido Felicianc,; pela dedicagdo e presteza nos servi

cos datilograficos;

"-A senhora Ivany do Carmo G..Gerola, Bibliot@céria'Chefe da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, pela revisdo biblio

grafica;

- A todos aqueles que direta ou indiretamente “possibilitaram

a execucdo deste trabalho,



[
P o
| =
=
P ET

CAPITULD I

[ ez~

Pagina

Lo INTRODUCAD . ienvia i et 10

1.1. Proposicao

CAPTTULO II

2. REVISTA DA LITERATURA l;;';:l;;’:"tlt;;l:!l;;';;':;
2.1,

ccccccccccccccccccccccccccccccccccccc

Atividades Biologicas do Principio Ativo

das Glandulas Salivares (Parotin) ....... e

Participacao das Glandulas Salivares e

CAPITULO IIT

.do- - Parotin no Metabolismo de Carboidr#os ......
Consumo de Oxipénio e Incorporagao da
Glicose "“In Vitro" ......... e iae e e e

3’ MATERIAI— E METODOS .‘ . I.‘,,'. I .‘..|.' ’..:. ..'..' ‘.'. l. l.'..'. I.{..‘ '.._... 3 '. ’

3.

L

1.

IZI

Grupos Experimentais ....... e e e .

Fracionamento 40 Parotin . i v e vt vt censnnseean

Sistemas Experimentals Empregados .............

Determinacdo do Consumo de Oxigénio por

MAnoOmMELETI8 oottt v rmttaanocsnenasraas e e eana ey

Determinacgae da Incorporacac de Glicose ...,...

Tratamento Bstatistico

16

17

17

22

28

34
34
36
30

38
39

41



CAPTTULO IV

4‘ RESULTADOS .“".I"_’.‘jl..i.l.l.,’,,.'.,l_‘.!..'.

4.1, Iﬁcorporagﬁo de Glicose

4.2. Consumo de Oxigdnio .....

CAPTTULO V

LR

LN B O R 2 D I 2 I 2 R B )

nnnnnnnnn

5.|. DISCUSSE\O N '. E.’..*.‘.I__'. l .‘. '.‘.'. ‘. e e

CAPITULO VI

6. CONCLUSOES +vvevvrsons

CAPITULD VII

[ S I I 2§

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..

CAPITULO IX

3. APENDICE ©vvvsvrensses

+ F ot !

T

I e d & 5 B3

43
43
438

56

68

70

87

90



CAPTTULO I

CINTRODUCAO

e e e i et R me e e ke



1. INTRODUCAO

Numerosos traballios tém procurado ressaltar
a importancia fisioldgica das glindulas salivares. A maioria
deles refere-se a sua atividade exdcrina. Contudo, o interesse
em estudar-se as glandulas salivares como orgdo de $eCTeCan
interna tem crescido rapidamente a partir da década de cinquen
o i

Tem sido proposto que as giindul&s saliva
res interferem na atividade metabllica de‘diversos orghos, co
mo também possuem interacSes enddcrinas. |

A existencia de diversos fatores com ativi
dade biolégica, isolados dessas glindulas, estd amplamente con
firmada e exteﬁsamente descrita na literatura,. |

Desde o século passade, j& se procurava re
lacionar as glandulas salivafes.cém.bé drgaos endocrinos; emn
1886, HARDIN descreveu casos clinicos que mostravam  repercus
sBes do estado gravidico sdbre as glandulas salivares.

Em 1927, UTIMURA sugeriu que as  glandulas
pardotidas do cao possuiam acgao hipoglicemiante. Contudo, a hi
pétese de que as glandulas submandibulares e pardtidas desem
penhassem fungdes endécrinas, foi propesta somente em 1834 ,
‘por OGATA, que postulou a teoria endocrina das glandulas sali
vares quando estudava o possivél envolvinento dessas glandulas
com o diabetes.

A partir de entao, numerosos trabalhos fo
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ram'desenvolvidos, principalmenfe pela escola japonesa, na ten
tativa de isolar um principio ativo que confirmasse esta hipd
tese,

Ao injetar, em coelhos, distintaé fragoes
obtidas de parotidas bovinas, QGATA et alii (1944 e 1945)  ob
servaram que uma delas acelerava o crescimento de tecidos du
ros ¢ reduzia o0s niveis séricos de calcio. Desta fiagﬁo, foi
obtida uma substancia proteica que recebeu o nome de "Parotin'.

Sua cristalizagao, bem como a descricio de suas caracteristi

cas quimicas, devem-se a ITO § MYZUTANI {1952) e ITO {1954 e

1960) .

Concomitantemente, TAKIZAWA (1954), OGATA

.(1955) e ITO (1960), demonstraram que as glandulas pardtidas e

ram a principal fonte de secregac de uma substl@ncia por eles
denominada " Hormonic S8alivar Parotin ', discretamente auxilia
das pelas submandibulares, e que as gliandulas sublinguais ndo
?articipavam desta fungao.

Essa descéberta marcou época na histdria das
glandulas salivares, chamando a atengdo de numeroses  estudio
50% que procuravam inter-relacionar as fungées destas glﬁndg
las com as demais do sistema enddcrino. Assim, COHEN {1960) 1
solou, das glandulas submandibulares de camundongos, um fator
de crescimento nervoso (NGF), que estimula o crescimento e a
diferenciacio de células nervosas sensitivas e simpaticas. Es
se mesmo autor, em 1962, isolou, das glandulas submandibulares
de ratos, um polipeptideo, fator de crescimento epidermal -
(EGF}, que acelera a erupg¢ic dos incisivos de ratos Tecém-nas

cidos.
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Em poucas décadas, muitos outros fatores fo
ram isolados de glandulas salivares, a maioria deles provenien
tes de glandulas submandibulares de camundongos machos. Entre
tanto, muitos desses fatores ocorrem também nas glandulas sub
mandibulares de outras espécies. |

Muitos trabalhds tém sido realizados no sen
tido de se determinar as caracteristicas quimicas e bioldgicas
dos polipeptIdeos biologicamente ativos isolados de glandulas
salivares, bem como a sua localizagao, sintese e seu possivel
papel fisioldgico. 77
Estes fatores tem sido agrupados em difereg.
tes categorias: os qué atuam sobre o crescimento e a diferencia
cdo , e os relacionados com a homeostase, com a regulacgio .ig
tra~-celular e com a digestao.

Os fatores de crescimento nerveso & epidex
mal podem desempenhar papel imporﬁante no processo de maturagio
mediado pelo hormonio tireoidiano. HAMBURCH et alii (1971) de
monstraram que o retardo na abertura des olhos e na erupgdo -
dental causada pelo hipotiroidismo, em ratos recém-nascidos
podem ser corrigidos, tante pela administragao de tiroxina, co
mo de EGF. Essas obseryvactes levantaram a possibilidade do EGF
ser resﬁonsévél por muitas das manifestac¢Ses do hormonio ti
recoidiano durante o processo de maturacao.

0 NGF € um dos mais estudados fatores . de
¢rescimento de origem da glandula submandibular. Duas formas
ja foram isoladas: " NGF " (2,558) e " NGF " (0,758}, e um ter
ceiro tipo parcce ser secretado por células normais e neoplési

cas em cultura (YONG et alii, 1975).
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O " EGF " tem recebido grande atencio  dos
pesquisadores, principalmente por estar relacionado com o con

trole da replicagdo de células neoplésicas, como, também, &

considerado de grande importancia na participacio do sistema
mediador-receptor para hormonios peptidicos (CARPENTER &
COHEN, 1979).

A descoberta do ' EGF **, ap0ds 24 anos de
intensas pesquisas na tentativa de demonstrar a utilizagdo cli
nica desse fatort levou COMEN § LEVI MONTALCIN ao Prémio Nobhel de 19086,

Essas observagﬁesuiém mais uma vez evidenci
ar a importancia das glandulas salivares no sistema enddcrino.

LEONORA § STERNMAN (1968) demonstraran a
existéncia de um eixo enddcrino hipotdlamo-glandula parétida
que faz parte da regulacao hormonal do transporte de fluido
dentinal (DFT)..Apés a liberacao de um fatof liberador hipota
lamico, a glidndula pardotida secreta um ' hormonio
isolado ¢ parcialmente caracterizado que estimula o transpor-
te de fluido dentinal pela ativagido de células odontoblasticas.

Dentre outros principios ativos isoclados das
glandulas salivarés, pode~se citar: fator hipertensive {(WERLE;
VOGEL:; GOLDEL, 1963); renina parcialmente purificada {WERLE,
TRAUTSCHOLD:; SCHMAL, 1963} ; fator de crescimento de células do
tubo neural (ADLERﬁG NARBAITZ, 1965); fator que estimula a pro
liferacdo de células epiteliais (JONES, 1966); fator de estimu
lagio do crescimento de células mesenquimais e que causa dife
yenciacio do tecido muscular e cartilaginoso {ATTARDI § SCHLE
SINGER, 1967); fator que promove linfopenia e atrofia do teci

do 1infoide (TAKEDA et alii, 1967); fator letal das glandulas
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submandibulares, liberado quando se trﬁnsplantavam essas glan
dulas para uﬁ hospedeiro (HOSHINO &.LIN, 1968 e 1969); fator
hemorrdgico que promove hematoma local e inténsa hemorragia sis
temica {LIN § HOSHINO, 1969); fator hiperglicemiante das. glan-
dulas submandibulares denominade “glucagon salivar' {LAWRENCE
et alii, 1977} e fator hipoglicemiante designado ”Inéulin Li
ke'™ (DOI et alii, 1878}.

Em 1979, ARRUDA VEIGA isolou um peptideo do
extrato de glandulas submandibulares de camundongos, que prove
ca, além de politiria e albumindria, uma série de alteragies
nas estruturas renais.

Nos tltimos anos, tém«ge tentado 1isolar e
caracterizar esses fatores de glandulas salivares. Assim,- en
1980, HATAKEYAMA; HIRAMATSU:; MINAMI purificaram um componente
toxico da saliva, indicando que o fator letal da glandula sub
mandibular de camundongo & uma proteina exdcrina com atividade
semelhante & calicreina e que sua secrecdo na saliva € estimu-
lada por agentes alfa-adrenérgicos.

Em 1984, GUIMARKES; TEIXEIRA; CURY verifica
ram que o ' Parotin ' atua sobre o epididimo do rato " in Vi
tro ' promovendo inibigdo da lipblise e reduglo na  concentra
¢ao de glicerol no meio de incubagao, efeito este semelhante.~
ao da insulina. ‘

Em 1985,-PINHEIRO isolou, de extratc brute
‘de glandula submandibular de camundongos machos, quatro fra
coes diferentes de péptideos ativos, que foram denominadas Sia
lotoxina I, II, IIT e IV, cujos efeitos estaoc sendo testados -

em diversos trabalhos realizados na disciplina de Fisiolegia -

3



da Faﬁuzdade de Odontologia de Piracicaba.

'I‘EEXEIRA; GUIMARAES ; CURY (1985) demonstra
ram que o Parotin reduz o nivel glicémico de animais  diabéti
cos aloxanicos e aumenta a incorporacao de glicose e o consumo
de oiigﬁnis pelo tecido adiposo, ' in vitro ",

Todas estas descobertas vieram reforgar a

hipGtese de que as glandulas salivares possuem atividade secre

tora enddcrina.
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1.1. Proposicdo

O Parotin encontrado no comércio & um produ
to impuro, apresentando quatro bandas proteicas quando separa-
do pela eletroforese em policrilamida.

i1

Desse modo, propusemo-nos verificar, In
Vitre ", os efeitos das fragbes I, II, ITI e IV do Parotin so-
hre:

a) A incorporacac de gli&ose pelo tecido a-
diposo de ratos normais e diabéticos;

b} O consumo de oxigénio pelo tecido adipo-

so do epididimo de ratos normais e diabéticos.
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2. REVISTA DA LITERATURA

2.1. Atividades Bioldgicas do Principio Ativo das Glandulas

Salivares (Parotin)

A partir de 1952, quando ITO § MIZUTAMI des
creveram as propriedades fisico-quimicas do principio ativo
das glandulas salivares, denominado ?grotin, muitos pesquisado
res passaram a estudar suas possiveis atividades biolégicas.

Assim, TAKAOKA (1952) observou que a adminis
tragao de Parotin, na dose de 1G mg /Kg de péso corporal, em
ratos intactos, causava uma ligeira leucopenia} enquanto en
ratos adrenalectomizados causava uma marcada leucocitose., O fa
to do Parotin atuar, diretamente, pna funcgao hemafopoiética fo1
confirmado por TASAKA (1953} que também observou uma transito
ria diminuigdo, seguida de um acentuado aumento do nimero de
leucdcites, apds a injecio endovenosa de 25 mg/Kg de Parotin -
em coelhos.

SATO (1953) verificou que, administrando-se
3 mg/Kg de péso de Parotin em ratos, via endovenosa, e 5 mg/Kg
de péso, via subcutanea, causavam inibicao da calcificacgao
e deterioragao da dentina, como, tambén, diminuigﬁo do sel
crescimento. .

Estudandc a agao do Parotin na ossificagido,
SASAKT (1553), OKUDAIRA (1954) e'ITO; TSURUFUKI;_KUBOTA.(lQS&l

verificaram, em ratos, um aumento da calcificagao e um  cres-
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cimento acelerado dos tecidos cartilaginosos das epifises da

o - 3 g .
tibia, articulagac, Septo nasal e o0sso alveolar,

Segundo TAKIZAWA {1954}, o Parotin estimulava
a proliferacdo das fibras eldsticas da aorta, pele e certos
tecides mesenguimais, como: sistema reticulo endotelial, teci-

do conjuntivo e Orgdos hematopoiéticos.

ITO & ENDO (1956) demonstraram gque o Paro-
tin promovia o crescimento-e a deposiciao de calcio no osso, su
gerindo que esse principio ativo poderia estimular, diretamen-

te, o desenvolvimento dos tecidos duros ' In Vivo .

FLEMING {1959), estudando a acaoc do  Paro-
tin no crescimento do femur, notou uma diminuigﬁb de células
cartilaginosas ¢ uma intensa proliferacgao de 65teéide§. Também
observou alteracoes na zona secretora do esmalfe dos incisivos

de camundongos.

ITO (1960) cobservou que doses de 0,3 mg/kp
de peso, de Parotin, via endovenosa, em ratos e coelhos, provo
cavam auvmento na calcificagio dos incisivos e causavam = hiper

trofia da cdrtex da adrenal.

Também foram descritas por FLEMING  (1960)
e confirmadas por LAZARUS § SHEPHERAL (1969), alteragoes no
esmalte, no desenvolvimento 0sse0, NOS OVArios e nos testicu

los de camundongos, apos a administragao do Parotin.

Quanto ao metabolismo mineral, ITO {1960}
observou, em ratos, que o Parotin diminuia, marcadamente, 0 ni
vel de calcio nio ionizavel, aumentava o nivel de magnésio sé-

rico e causava um aumento transitdrio de sodio e potdssio.
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Com rvelagZo ao metabolismo proteico, ITO  §
TSURUFUJIT {1953) encontraram uma acentuada diminuicao das pro-
teinas totais no sOro de coelho, apds a administracio do Paro-

tin.

Subsequentemente, YAMAGUCHT (1954} observou
que a administracao de Parotin em ratos causava uma acentuada

diminuicdo das proteinas sé€ricas e da quantidade de nitrogénio.

YUASA et alii (1957) demonstraram um aumento
do consumo de oxigénio, pelo figado de ratos, na presencga de Pa
'rotin e afirmaram que essa substénciawécelerava o pfocesso 0Xi-
dativo do ciclo do acido tricarboxilico e da fbsforilagéo oxida

tiva.

Observando a relacao entre © consumo de oxi-
génic ¢ a sintese de ATP do homogeneizado de figado de rato,
YUASA (1857) observou que o Parotin ndo afetava a atividade da
fosfatase alcalina no figado, mas, diminuia sua atividade = no
S0TO. |

Quanto ao metabolismo lipidico, ARAI § YAGI
(1958) observaram que o Parotin regulava a relagloc entre o co-
1ésterol livre e o colesterol esterificado, como, também, a

relagdo do colestercl total e dos fosfolipidios do séro.

ITO (1960), através de uma extensa revisao |,
confirmou que o Parotin e as subst@ncias semelhantes (Parotin -
Like) encontradas ﬁa saliva, nas glﬁndqlas submandibulares e
na urina, eram fisjiologicamente ativas, diminuindo o nivel  de
cdlcio Séfico em cobaias e, subsequentemente, aumentando o nﬁmg

vo de leucdcitos circulantes, e promovendo a calcificagao da den-
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‘tina dos incisives. Além disso, o Parotin tem sido usado, em
humanos, nas enfermidades primarias resultantes das condrodis-
trofias fetais, deenga de Kaschin-Beck®s, artrites deformantes,

espondilites ¢ periodontites.

CHAUNCEY et alii (1963) verificaram que a
dessalivacao em ratos, induziu alteracgoes morfolégicaé da car-
tilagem epifisaria do fEmur e que essas alteragOes eram preve-

nidas pela administragao deo Parotin.

ITO; MORIWAKI; MORIYA {1965) demonstraram
que 03 ratos sialoadencctomizados, ap;esentaram redugac da pla
ca carfilaginosa e atrofia das epifises da tibia, mas os ratos
sialbadenectomizadosi que receberam injecgoes sub-cutineas de

Parotin, nioc mostraram essas alteragoes.

Estudando o efeito da administragao do Paro
tin sobre o peso corporal de ratos sialoadenectomizados? 050~
RIO § KRAEMER (1965} observaranm quelo aumento de péso, Tnesses
animais, pode ser conseguido por um efeito estimulador do Parc
£in, € que & éuséncia das glandulas salivares pode levar a

profundas modificagdes da absorgdo e utilizagao dos alimentos.

TEIXEIRA et alii (_1976) notaram que a sialo
adenectomia retardava o desenvolvimento do tecido de granula-
¢ao, em ratos. Esse efeito foi parcialmente inibido com uma
dose de 0,15 mg/100 g de péso corporal de Parotin, injetado in
tra-peritonealmente, e totalmente eliminado pela administragio
de 0,30 mg/100 g de péso corporal, o que causou um aumento do
nimero de fibroblastos e da vascularizagao do tecido de granu-

lagdo.
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Mais recentemente, LUCIANd et alii (1986)
investigando o efeito do Parotin no processo de regeneragao Os
sea, observaram que os animals diabéticos apresentavam um re-
tardo na proliferacido de fibroblastos e na formacdo e matura-
¢ac da matriz cartilaginosa. A administragac de Parotin aos
animals diabéticos acelerou o processo de regeneracfo 0ssea
apresentando resultados semelhantes acs observados nos animais

noeTmais.
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2.2. Participacdo das Glandulas Salivares e do Parotin no

Metabolismo de Carboidratos

As glandulas salivares, particularmente as
glandulas pardtidas, tem sido apontadas por diversos pesquisado
res como participantes de atividades associadas ac  metabolis-

mo dog carboeidratos,.

UTIMURA (1927) e SEELIG (1928} observaram
gque a extirpacfo das pardtidas do clo induzia a uma hipertrofia
das Iihotas de Langerhans e a um aumento do glicogénio hepdticq

sugerindo que estas glandulas tem acgdo hipoglicemiante.

FLAUM {1932} notou que, de 27 pacientes com
hipertrofia da parotida, 21 eram diabéticos ¢ & tinham predis-

posicao a0 diabetes.

Esses dados foram confirmados por ZIMMERMAN
(1932) ao demonstrar, apdés a determinacao da curva de toleranci
a & glicose, antes e apés a ligadura dos ductos das parotidas ,
em caes, que essas glandulas exerciam alguma influencia sobre
.o controle do metabolismo dos carboidratos, e que a ligadura dos
ductos provocava um aumento da tolerancia & glicose.

Entretanto, ROSENFELD (1933) sugeriu que a
absorgdo da amilase, subsequente a ligadura dos ductos das pa-
‘rétidas, em CAes, causava uma hipoglicemia gque nao estava rela-

cionada a liberacgfo de uma substancia hipoglicemiante.

FERRATI (1936) e DOBREFF (1936) relataram
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que a hipertrofia das glandulas parbtidas, apresentada por al-
P . . I
guns individuos, poderia ser um mecanismo de compensacio i de-

ficiencia pancreitica.

Analisando a influéncia do eitrafo de pard-
tida na glicemia, BIRNKRANT (1941) e BIRNKRANT § SHAPIRO (1942),
observaram que a administracgao prolongada desse extf;to levava
a uma degeneracac das Ilhotas de Langerhéns e a uma significan

te hiperglicemia.

Por outro lado, segun&o GAULT (1954}, 8 ex-
~tirpacio das glandulas parctidas, em ratos e camundongos, nao
prowxm?a alteracoes significantes da glicemia, sugerindo que
essas glandulas nao desempenhavam fungoes importaﬁtes no metabo-
lismo dos carboidrates. Em 1957, PARHOM; BAEES; PETREA afirma-
ram que a administracao do extrato de parﬁtida‘em coelhos pro
vocava uma prolongada hiperglicemia e a administrag§0 desse
mesmo extrato em pacientes com hiperinsulinismo, aumentava 0
nivel glicémico, sugerindo gque o extrato de glandulas pardti-

das poderia possuir uma acdo anti-insulinica.

Analisando uma possivel relacao entre as
glandulas salivares e a tolgréncia A glicose, GODLOWSKY (1962)
verificou que a remogho bilateral das glandulas submandibulares
e sublinguais, em cies, produzia um significante aumento da
sensibilidade 2 insulina nos testes de toler%mcia a glicose, é
também, um aumento do efeito hipoglicémico da insulina circulan
te, concluindo que essas glandulas produzem um fator que, se
removido, potencializa a agdo da Insﬁlina. Esse fator foi deno
minado Inibidor Submandibular da Insulina, mas nao foi isolada

Posteriormente, GODLOWSKY (1968) e GODLOWSKY; GAZDA: WITHERS
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(19?1) verificaram que ¢ extrato dessas glandulas, dialisédo ,
fracionado eletroforéticamente e injetado endovenosamente, cau
sava inibicao da ac¢do insulinica. Porém, a administracio desse
extrato em seres humanos portadores de diabetes, mostrava, en
pelo menos tryés casos, completa remissZo das manifestacdes cli
nicas do diabetes e o retorno da tolerdncia & glicose dentro
dos padrdes normais, o que vem confirmar, também, a existéncia

de um fator com acdo analoga a da insulina, produzido pelas

gliandulas submandibulares.

Mostrando, mais uma vez, & estreita rela-
cdo entre hipertrofia e hiperplasia das gldndulas parStidas e
o diabetes, DAVIDSON:; LEIBEL; BERRIS [1969)-reafirmaram que 0
aumento das glindulas pardtidas precede, em inumeros casos, o
diabetes, sugerindo que o teste de tolerdncia é;glicose deve
ser realizado, rotineiramente, em todos os pacientes com aumen

to assintomdtico dessas glandulas.

STEIRBERG & GWINUP (1872) sugeriram que as
alteragoes decorrentes nas gladndulas salivares, poderiam  ser
uma forma de diagnosticar-se diferentes tipos de diabetes, e
ccncluf:am que o papel dessas glandulas, na patogénese e magni

tude do diabetes melito, € obscuro.

Mais uma informacao, no mesmo sentido, foi
obtida por HOSHINO et alii (1976), quando investigaram o efei-
to da ligacho bilateral dos ductos das glandulas pardtidas e
submandibulares em.ratos diabéticos. Esses autores sugeriram
que a glandula submandibular produzia um fator antagonista da
insalina,.cuja acdo era potencializada por uma substancia pro-

duzida pela glandula parotida, sendo que esta Ultima, por si  s0,
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ndo teria efeito direto sobre a acdo da insulina.

Por outro lado, STLVERMAN & DUMBAR (1974)
descreveram a existéncia de glucagon imunoreativo na  glandula

salivar de rato,

MYATA; YAMAMOTO; YAMAGUCHI (19?6j, afirmaram
gque a concentracdo plasmdtica de glucagon permaneceu normal em

alguns pacientes que se submeteram a pancreatectomia.

LAWRENCE et alii (1975) isolaram um fator hi
perglicemiante, existente nas glandulas submandibulares de ra-
tos, camundongos e coelhos, que recebeu o nome de- glucagon sali
var, tendo um péso molecular proximo de 70.000. Iﬁjégﬁo intrave
nosa desse fatoy provocava um efeito compafével aoc obtido  com
a administragao de glucagon pancreatico. 0 glucagon salivaf di-
feriu do pancreatico e do gastrointestinal por ser insoldvel em
alcool e possuir maior péso molecular., Apresentava um efeito hi
perglicémico mais prolongado, e os estimulos basicos que.aumen—
tavam a secrecdo do glucagon pancreatico promoviam também, a
liberagao do glucagon s#livar; 0 glucagon extrapancreatico é
mais abundante no homem do que em roedores e cdes, A glandula
salivar humana, juntamente com & mucosa gastrointestinal, possi
Velmente) contyribuem para manter © nivel circulante de gluca-~

gon.

DUMBAR; S;LVEI&MN; KIRMAN (1977) também suge
riram que o glucagon salivar participava da resposta hormenal
&esencadeada pela ingestﬁo de alimentos.

Foi demonstrado, experiﬁentalmentc, por

KAKIZAKI et alii (1978), que, apds uma pancreatite induzida em
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ratos, as glandulas parétidas sofriam atrofia degenerativa e
hipofungio,  diminuindo o volume, o conteiido enzimitico e  a
conpentragéo-de bicarbonato na saliva da pafétida‘ Essas alte-
ragées foram confirmadas em pacientes com pancreatite, . 08
quais'também apresentavan uma redugio da atividade da paroti-
da, restabelecida, ap6s o tratamento, em associacdo com a recu
?eragﬁo paﬁcreética‘ 0 mesmo autor concluiu que o pancreas po-
de liberar uma subst@ncia que afeta a parotida por transmissio
humoral e que esta substﬁnéia pode ser liberada pela lesdo pan

creatica..

Em 1979, GUIMARAES et alii, propondo-se es-
tudar os efeitos da parotidectomia sobre o nivel glicémico e
o teor de glicogénio hepatico em ratos, verificaram que a au-
séncia dessas glandulas promovia um significativo aumento  da

glicemia, com consequente diminuicdo do glicogénio hepatico.

Posteriormente, GUIMARARS et alii (1980) de
monstraram que a administragﬁo, intraperitonial, de uma utnica
dose de Parotin (0,30 mg por 100 g de peso), em ratos diabeti-
cos, normalizava o nivel gliceémice, enquanto a concentragido de

glicogenio hepatico tornava-se bastante aumentada.

DOI et alii {1978) detectaram, na saliva
humana, um componente Semelhante & insulina, denominado de
" ipnsulin-like " imunoreativa, cuja concentragao era aumentada

pela administracao oral de glicose.

Pela técnica de filtragio em gel  imunorea

tiva, MURAKAMI; TANIGUCHI; BABA (1982} demonstrafam a presen
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ga de I Insulin-Like " no exfrato dé pardtida, apresentando
uma curva de diluigdo idéntica & apresentada pela Insulina

Além disso, confirmaram, ” in vitro ", a biosintese de " In-
sﬁlin«hike ", na glﬁndula pardtida humaﬁa e de'rato, utili-
zando~se de anticorpos anti-insulina. Esses achados. sugerem
que a glandula parStida pode ser uma fonte adicionai extra-
pancreatica de insulina, mostrando mais uma vez um relaciona

mento entre as glandulas salivares e o sistema enddcrino.

Em 1983, ANDERSON,_estudando o cre#cj_menw
to da glanduls pardtida, em ratos diabéticos, demonstrou que
o diabetes gausava uma redugac de DNA, RNA e proteinas to-
tais Eomo, também, um retardo no desenvolvimento dessa glan-
dula, sendo que essas alteragoes ermnrevertidas pelo trata-

mento com insulins.

TEIXEIRA:; GUIMARAES: CURY (1985), estudag.
do os efeitos do Parotin sobre a hiperglicemia de ratos dia-
béticos, demonstraram que este principio ativo apresentou a~
cdo ao diminuir a hiperglicemia e que a intensidade e a dura
cao de seu efeito foi diretamente proporcional & sua concen-

tracdo até 0,60 mg/100 gramas de pésce corporal.

&
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2.5. Consumo: de Oxigénio e Incorporacdo da Glicose ' In Vitro"

Numerosos pesquisadores tem investigado o
papel fisiologico de diversas substdncias e de inlmeros princy
plos atives, no metabolismo de carboidratos de diferentes teci

dos.

Dentre as diversas técnicas empregadas, a
determinacio do consumo de oxigénio, pelo sistema manométrico
(WARBURG, 1972), e a incorporagao de glicose " In Vitro " sdo

frequentemente usadas.

Assim, em 1948, WERTHEIMER § SHAPIRO, estu
dando a atividade respiratoria do tecido adiposec, ' In Vitro |
observaram que a insulina estimulava a sintese de glicogenio e
que o tecido adiposo de animais diabéticos ndo foi capaz  de
sintetizar glicogénio, sendo que esta alteracio poderia ser

revertida pela administracgao de insulina.

 KRAHL (1951} observou que a glicose era uti
lizada, ' In Vitro ', pelo tecido adiposo de ratos, e que a
Insulina potencializava essa utilizag¢io. Demonstrou, também,
gque a Insulina estimulava a oxidagidc da glicose e a deposigdo
de glicogénio, provavelmente, pela ativagidoc da  glicoquinase,
pois © mesmo efeitg nao foi observado na oxidacgao da frutose,

nem na transformagido do piruvato em glicogénio.

Em estudos comparativos do consumo de oxige
nio pelo tecido adiposo e pelo diafragma de ratos " normats,

HAUGAARD § MARSH (1952) concluiram que a Insulina aumentava o
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consumo de oxigénio, agindo, de forma semelhamte, no tecido adi

poso e no muscular esquelético.

Estudando a ﬁtilizagﬁo de glicoée pelo teci-
do hepatico e adiposo,:” In Vitro ', HAUSBERGER; MILSTEIN; RUT-
MAN (15954) verificaram gue a insulina foi méis efetiva no teci-
do adiposo. Observaram, ainda, que o diabetes aloxénico inibia
a lipogénese e diminuia a oxidacdo de carboidratos, e que a ad-
ministracao da insulina restaurava essas funcoes. Essas observa
coes foram confirmadas por MILSTEIN § HAUSBERGER (1956), que
concluiram ser o tecido adiposoc um importante local de agio da

insulina.

ITZHAKI § WERTHEINER (1957), observaram que
o estudo nutricional dos animals pode inflﬁir na determinacaoda
atividade metabllica e na sensibilidade é_ﬁnsulina em tecido a-
diposo, pois o consumo de oxigénio era aumentado pele jejum pro
longado,_e o efeito da insulina, na incorporagao de glicose pe-
lo tecido adiposo, foi significantemente maior em ratos submeti

dos a 4 dias de jejum.

Isolando células adiposas do epididimo de
ratos, pela técnica da colagenase, RODBELL (1964) verificou que
o efeito da insulina, em aumentar a incorporagao de glicose foi
sensivelmente maior em células isoladas, as quais mantém a capa
cidade de metabolizar a glicose e os triglicérides, além de res
ponder a agdo de diversos hormonios que afetam o seu metabolis-

O .

_ Estudando o papel da Insulina, no metabolis-
mo da glicose, SALANS § DOUGHERTY (1971) verificaram gue a sen-

sibilidade das células adiposas & insulina depende do peso, do
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estado nutricional e do crescimento do animal, e que a ativida

de da insulina, no metabolismo da glicose, era inversamente pro

porcional ao tamanho das células.

OLEFSKY (1978}, 6bservando o efeito da insu
lina em relagdo ao volume das células adiposas,_Verificou‘ que
a insulina era mais efetiva na oxidagéa da glicose nas células
adiposas menores, € que o efeitﬁ maximo da insulina nfo  deve
ser somente relacionado, bﬁsicamente; ao processo de oxidagdo,
mas também a variacdo do nimero de receptores nas células adi-

posas.

JEAJEAN; DEHEZ-DELHAYE; GOMMERS (1977}, es-
tudando o efeito da iﬁsulina sébre o metabolismo da glicose,
no tecido adiposo de ratos, em relagaoc E idade, demonstraran
que na senescéncia ha diminui¢fo do metabolismo da glicose, po
:ém, a insulina ativa significativamenie 0 PTOCesso _gxidativo
da glicose, em todas as idades. Concluiram que a sensibilidade

a insulina, no tecido adiposo de ratos, ndo & alterada pela

idade.

Quanto ao meﬁ:anismo de acao da insulina na
inco:porag&o de glicose, CZECH (1977) demonstrou que o PASSD
‘inicial da agl@o da insulina, nas células adiposas, € a sua li-
gacio ao receptor especifico presente na membrana plasmatica .
A reacdao subsequente na ﬁransmisséd de sinal ao sistema efetor
localizado na membrana plasmitica, ou intracelularmente,  nao
& bem conhecida. Poderiam estar envolvidos nesse mecanismo: mo
vimento do receptor;.acoplamento entre receptor-receptor ou re
ceptor e efetor; interiorizagfo da insulina; fosforilagao de

proteinas celulares; reagdes de oxirvedugdo; movimentagSes ioni

Ry
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~cas e, ainda, um possivel papel de produtos de degradacdo ou

de um 2° mensageiro.

Foi descrito por CIARALDI & OLEFSKY (1979)
gue a ;inética da agdo da insulina, no transporte de glicose e
no sistema AMPc, exibe uma fase inicial de latencia, de 40 a

50 segundos, ¢ que a velocidade no processo de acoplamento en-

tre a insulina e o rveceptor, & dependente da temperatura.

Segundo HARING; XKEMMLER:; HEPP (1978}, a ve-
locidade de 1i§ag§o da insulina ao receptor é reduzida em célu
las adiposas pré-tratadas com substancias antimicrotubulares |,
sugerindo que o sistema microtubular estaria envolvido no pro-
cesso de acoplamento, e que a fdsférilagas de microtibulos po-

‘deria ser uma etapa na transmissdo do sinal, ap6s a ligacdo da

insulina ao receptor.

_ Estudando o papel da insulina no transporte
de glicose, SEALS;, MAc DONALD; JARET' (1979) concluiram gque a
associagao da insulina, com seu receptor especifico, poderia a
tivar um 2° mensageiro (ainda nao identificado) e, desse modo,
iniciar o recrutamento de vesiculas intra-celulares. Este
fato foi confirmado por CUSHMAN & WARDZALA (1580), os quais re
lataram que a insulina estimulou o transporte de glicose em

células adiposas, induzindo uma translocagao dos sistemas de

i1 L3}

transporte de glicose, de seu " pool especifico intracelulaxn

para a membrana plasmatica.

Em 1981, KARNIELI et alii, estudando o meca
nismo de acdo da insulina, confirmaram, mais uma vez, a exis-
téncia de translocacdo dos sistemas de transporte de  glicose

como, também, demonstraram ser o processo de translocagao in-
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teiramente reversivel e¢ diretamente regulado pela concentracao

de insulina no meio.

0s estudos realizédes por HARING; BIERMAN
KEMMLER (1981), revelaram informagoes que possibilitam avaliar
mais detalhadamente alguns dos modélos propostos para explicar
o mecanismo de acdo da insulina no transporte de glicose., Se-
gundo esses autores, a insulina, ao ocupar o receptor, produz
um sinal que desencadearia a fosforilagao do sistema microtu-
bulaf, o qual levaria & translocacdo de vesiculas, contendo car

reador, e & fusio destes com a membrana plasmatica.
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3, WATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho foram utilizados 70

ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) com, : aproxi-

madamente, 3 meses de idade, pesando entre 150 e 200 gramas.

0s animals foram alimentados com ragdo  ba-

*: - 4 - . . -

lanceada padrac , agua "ad libitum” e; casualmente, distribui-
dos aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo I - Con-

trole {normais) e Grupo II -~ Diabéticos (aloxanicos).

3.1. Grupos Experimentals

Grupo I - ratos controles {normais) - compos
to de 35 ratos, dos quais se retirou o tecido adiposo da cabecga

do epididimo para incubacgio.

Grupe I1 - ratos diabéticos aloxanicos - tam
bém constituido de 35-ratos,.nos quais se administrou, via in-
traperitonial, apﬁs 12 horas de jejum {(SOLOMON; BULKLEY: MAYER;
1974}, aloxana  a 3% em solugao salina hipotonica (NaCl 0,45%
-PfV), na dosagem de 150 mg/kg de péso, num volume maximo de

1.0 ml.

* Racao Balanceada Ceres, Piracicaba
#% Monoidrato de aloxana - Carlo Erba



Em seguida 3 adminisfragéo da alcoxana, o a-
limento foi ré%iftufdo abs animais ¢, com a finalidade de se
prévenir eﬁentuais hipoglicemias, fol colocada & sua  disposi-
‘¢cio uma solucdo de glicoée a 15%, a qual foi retiiada depois
de 24 horas (TOMITA, 1973). Com o obijetivo de se evitér choques
hiperglicemicos, foi iniciada aiadministragﬁo'de insuiina prota
mino zincica (Lilly), via subcutanea, com 2 unidades,_é cada 24

horas, durante 6 dias.

Apbs a suspensao da administragdo da insulj-
na, a constatacio da glicoslGria foi feita pela tecnica da gli-.

*
co-fita .

Os animais, péftencentes aos dois grupos,
apos 24 horas de jejum, foram sacrificados, por.decapitagao, e
o tecido adiposo da cabega do epididimo foi removido e mantido
em séro fisioldgico a 4°C. |

A seguir, os tecidos foram pesados e picota-
dos (cerca de 400 mg) e incubados em frascos de Warburg. onde
se analisaram sua capacidade oxidativa e a incorporagdo de gli-

Case.

* Glico-Fita - Ely Lilly do Brasil Ltda.
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'3.2. Fracionamento do Parotin

A amoétra comercial &o Parotin, de proceden
cia japonésa (Teikoku Hormone MFG.CO.Ltda. Japan), foi dissol-
vida em tampﬁo tris-HC1 0,05 pH 7,6, cromatografada em coluna
de Deae-Celulose e equilibrada com o mesmo tampﬁo}

A eluicdo foi feita com gradientes de con-
centragido de clereto de sédio 0,1 M, 0,3 M e 0,6 M, respectiva

mente.

Foram obtidas 4 fracoes denominadas, respec
tivamente: Fracgoes I, II, TITl e IV, cuja pureza foi avaliada

pela eletroforese em gel de poliacrilamida (PINHEIRO, 1985).

3.3. Sistemas Experimentals Empregados

0 sistema experimental para a determinagao
do consumo de oxigénic e da incorporagao de glicose frente as
diferentes fracoes do Parotin, tanto para animais do Grupo I
(ContrSle), guante para os do Grupo 11 (Diab€ticos Aloxanicos),

constou de (Tabela 1);

a) Frasco n® 1 - Endégeno (5 Tatos
Meio de reagao. - 2,3 ml
Fragmentos de tecido - 0,5 ml

H,0 q.5.]. -~ 3,4 ml



Y

b) Frasco n? 2 -~ Glicose (5 ratos)

Meio de reacdo
Glicose
Fragmentos de tecido

HzO G.SePe

- 2,3 mil

f
e
[¥a

ml

¢} Frasceo n®-3 - Glicese + Insulina (5 ratos)

Meio de reacao
Glicose

Insulina

Fragméntos de tecido.

HEO g.%5.p.

- 2.3 ml

- 0,1 ml
- 0.1 ml
- 0,5 ml

- - 3 4 ml

d} Frasco n%® 4 - Qlicose + Fracgao I (Parotin)

(5 ratos)

Meio de reacao
Glicose

Fracgao 1

Fragmentos de tecido

- 2,3 ml
- 0,1 mi

.o ml

|
foe]
L

ml

e} Frasco n® § - Glicose + Fragao II (Parotin)

{5 ratos)

‘Meio de reagao
‘Glicose

Fragio 11

Fragmentos de tecido

f} Frasco n® & - Glicose +

- 2,5 ml
- 0,1 ml
- t,5 ml
- 0,5 mi

ﬁragﬁo IIT {Parotin)
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{5 ratos)
Meio de reacao - 2,3 ml
Glicose o G,1 mi
Fracio T11 - 0,5 ml
Fragmentos de tecido - . O,S ml

g) Frasco n%® 7 - Glicose + Fragéo IV {Parotin)
{5 ratos) | | |
Meio de reacaoc - 2,3 ml
Glicose - 0.1 mi
Fracgao IV - 0,5 ml
\Fragmentos de tecido - 0,5 ml

1- Meio de reaci@o utilizado -- Krebs-Ringer
Fosfato pH= 7.4
2- Glicose dissclvida em solugdo fisioldgi

ca numa concentracdo de 29 mg/ml,

3~ Tecido gordurcsc da cabega do epididimo,

pesando em média 400 mg., correspondendo a um volume de 0,5 ml:

4- Fragoes do Parotin preparado em solugac

fisiologica numa concentracao de 1.5 mg/ml;

5- Insulina simples (Lilly) 20 unidades -

dissolvida em solucgao fisiolbgica numa concentragac de ™ 0.3

U/mi;

6- Foram adicionados, em todos os {rascos,

0,2 w1l de KOH {203%) no poc¢o central deo cadinho,
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3.4. Determinacdo do Consumo de Oxigénio por Manometria

- ' As determinacbes do consumo de oxigénio, pe
1o sistema manométrico, foram executadas segundo a técnica con

vencional de WARBURG (1972).

Através deste método clissico, analisou-se a
capacidade oxidativa do tecido adiposo da cabega do epididi-
mo rnia presenca da glicose, glicose + insﬁlina, glicose + as
‘quatro fracdes do Parotin, separadamente.

Os conjuntos, frascos-manometros, foram co-
locados no aparelho de Warburg, para agitagao, ﬁuma temperatu
ra de 37°C. As leituras, nos manometros, foram realizadas, de

15 em 15 minutos, num.periodo final de 90 minutos.

0s valores expressos, indicando o consumo de
oxigénio {microlitro/g de tecido/hora) dos diferentes ensaios
bioldgicos, serdo apresentados nos resultados, ja  subtraidos

os valores obtidos do enddgeno.

7.5, Determinacio da Incorporagao de Glicose

Ap6s 90 minutos de agitacdo, a temperatura
de STOC, os fragmentos teciduais foram retirados dos frascos
de Warburg e pesados. Bascado na diferenga de conpentragﬁo, en

tre a glicose introduzida inicialmente {1 mg/ml) e 2 glicose
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3.6. Tratamento Estatistico

Para as analises estatisticas foram usados
0s esquemas de analise de variancia de ensaios inteiramente

casualizados, ou seja:~

C. variacao | GL

Tratamentos n? de tratamentos - 5§

Residuo Diferenca (GL total - GL tratamentos)
“Total {(n® de trat. X n® de Rep.} - 1
Para as comparacOes das médias (duas a

duas) foi usado o teste de Tuckey, ao nivel de 5% de probabi-
lidade, determinando-se as diferengas minimas significativas

através de Q2
Vr

ondezlfix,

diferenca minima significativa

q = valor da amplitude total estudada
s = estimativa do desvio padrao residual
r = numero de repetigdes
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4, RESULTADOS

4.1. Incorporacao de Glicose ug/mg de tecido/hora

Através da anslise de variancia, observou-

se que existem diferencas significativas, ao nivel de 53% de
probabilidade,  na incorporacgao de glicose entre os di-
ferentes ensaios bioldgicos, tanto para os animais normais,

quanto para os diabéticos {Tabela I).

TABELA I- Valores calculados para o teste F, através da anali-
se de variancia e o coeficiente de Vériagéo (C.V.)
dos dados obtidos da incorporagao da glicose nos ani

mais normais e diagbéticos.

EATOS F C.V.

Normais 13,98 K 14,18
* %k

Diabéticos | 56,11 7,66

** Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Pafa os animais normais, o teste de Tuckey
revelou que os efeitos das Fragoes II e 111, do Parotin, S0~
bre a incorporagao de glicose, foram, significativamente, di-
ferentes, ao nivel de 5% de probabilidade, quando cqmparados
com aqueles que continham somente.glicose¢ Mostrou também, que

a Fracdo 11 e a Fragdo TTI aumentaram a incorporacao de glico-
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se, pelo tecide adiposo, em 33,3 e 64,29, respectivamente, em
relagao ao meio que continha apenas glicose, e gque esse aumen
to nao difere, significativamente, ao nivel de 5%, daquele a-

presentado pela insulina.

Por outro lado, os valores obtidos pelos
efeitos das Fracgoes I e IV nio diferiram,-Significativamente,
do ensaio contendo apenas giicose, mostrando que essas fra-
¢Oes nao potencializaram, significativamente; a incorporacaoc
de glicose, embora a Fracao IV tenhamgﬁmentado, em 21,1%, a
incorporagao em relacdo ao meio contendo apenas glicose (Tabe

la 11, Tabela III e Tabela XIX do apéndice e Grafico 1).

Desse modo, notou-se que nos animais do
Grupo I, a incorporacao de glicose, nos diferentes ensaios

foi: meio com glicose, 1,23 - 0,21; com glicose e insulina,

2,12 : 0,26, com glicose, mais Fracdo I, do Parotin, 1,22 !
0,15; com glicose, mas Fracao 11, 1,64 z 0,27; com glicose,
mais Fragao III, 2,02 . 0,22 e com glicose, mais Fragao v,

do Parotin, 1,49 * 0,25 microgramas/miligrama de tecido/hora.

' Nos animais diabéticos (Grupo II), pela
anilise dos dados expressos na Tabela II e Tabela 11T, verifi
cou—sé que a incorporagio de glicose, nos ensaios bioldgicos
- que continham a Fragdoe II, a Fragao III e a Fragao IV, do Pa-
rotin, individualmente, foi, significativamente, maior quando
comparada com o meio que continha somente glicose, apresentan
do, pois, um aumento de 89,4%; 122,1% e 76,9%, respectivamen-

te.

Deve-se ressaltar que os valores obtidos
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pela Fragao II e Fracao III ndo apresentaram diferencas signi
ficativas daqueles apresentados pelos efeitos da insulina, na

incorporacac de glicose de animais diabéticos.

Por outro lado, a Fragaoc I, do Parotin,
estatisticamente, ndo revelou ser efetiva na incorporagao de
glicose, pois nao apresentou diferencas sipnificativas quando
fomparado com os valores obtidos do meio que continha apenas
a glicose, embora tenha apresentado um aumento de 20,1% (Tabe
la XIX do apéndice e Grafico 1).

TABELA II- Incorporagaoc de glicose.

RATOS Y

ENSATOR NORMAIS DIABETICOS
IBIOLOGICOS

. + L
Glicose ¢, 1,23-0,21 c. 1.04-0,20

. . + +
Glicose + Insulina b, 2,12-0,26 a. 2,52-0,37

. ~ -+ +
Glicose + Tragao 1 ¢, 1,22-0,15. ¢, 1,25-0,26
Glicose + Fracdo IT|b.c. 1,64%0,27 {a.b. 1,9870,15
Clicose + Fracdo ITI |a.b, 2,02%0,22 | a.b. 2,31%0,44
Glicose + Fragio IV| ~c. 1,4970,25 b. 1,84-0,21
Diferenga Minima 0 45 0.56
Significativa 5%

Valores médios e Diferenca Minima Significativa, da incorporacao da glico
se, “In Vitro", {ug/mg de tecido/hora), dos animais normais e diabeticos
nos diferentes tratamentos. _

Os tratamentos seguidos das mesmas letras nao diferem, significativamente,
ao nivel de 5% de probabilidade entre os animais do mesmo grupo.
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Os Valores de incorporaggo dé glicose, nos
diferentes meios foram: somente glicose, 1,04 M 0,20; glicose
e insu1ina, 2,52 z D,S?;:glitose mais_Fragﬁd I, do Parotin,
1,25 z 0,26, glicose e Fracao II 1,98 : 0,15; glicose e Fra-
+

¢io III 2,31 % 0,44 ¢ glicose e Fracio IV, do Parotin, 1,84 °

0;21, com diferenca minima significativa de 0,56.

A mesma analise demonstrou, ainda, que, tan
to para os animais diaghéticos, quanto para os normais, nao e-

xistem diferengas significativas entre os efeitos da insulina,

Fragao IT e Fraciio II1I, do Parotin, na incorporacao de glico-

5.,

Observou-se, também, que a Fragaoc III foi
mais efetiva na incorporacao de glicose, tanto para os animais
do Grupo. I, quanto do Grupo Il, situando-se bem préxima dos

valores obtidos pela acao da insulina {Tabela II11).

TABELA II11- Aumento da ihcorporagﬁo de glicose {em porcentagem)
promovido pelas diferentes fragces do Parotin, en

relacao aoc meio contendo apenas glicose.

INSULINA | FRACAO I| FRACAO II{ FRACAC III! FRACAO IV

RATOS I 64 .2 21.1
NORMATS 72,3 333 ’ ’
RATOS 142,3 20,1 89,4 122,14 76,9

DIABETICOS
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4.2. Consumo de Oxigénio (ul/g de tecido/hora)

A anéilise de varidncia, dos dados obtidos so
bre o consumo de oxigénio dos diferentes ensaios biol6gicos,r§
velou que existem diferencas significativas, ao nivel de 5%
de probahilidade, entre oS animais normais e os diabéticos (Ta

bela 1V).

TABELA IV- Valores de ¥ e coeficiente de variacaoc (C.V.) dos

ensaios analisados sobre o consumo de oxigénio por

hora.

RATOS ¥ c.V.
* &k

Normais 5,64 14,35
"

Diabéticos| 38,09 8,72

*% Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

As médias dos valores encontrados sobre o0
consumo de oxigénio, por hora, dos diferentes siste,as experi-

mentais empregados, podem ser observadas na Tabela V.

Pafa ps animais normais, o teste de Tuckey
revelou que os efeitos das Fragoes (I, 1I, III e IV}, do Paro-
tin, no consumo de oxigénio, nao diferem, significativamente ,
a0 nivel de 5% de prohabilidade, quando comparados com o meio
contendo apenas glicose, pois o aumento no COnRSUMO de oxigeéniqg

apresentado pela insulina e pelas Fragaes'(ll, 11T e 1V}, nao
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atinge os 5% de probabilidade, sendo, respectivamente, de;

29,4%; 18,2%; 26,8% ¢ 30,59 (Tabela VI}.

TABELA VI~ Aumento de consumo de oxigénio {em porcentagem) pro
movido pelas diferentes Fracoes do Parotin, em rela

¢ao ao meio contendo apenas glicose.

INSULINA | FRAGCAO T FRACAC TI| FRACAO IIT | FRACAO 1V

RATOS

NORMAIS 29,4 - 18,2 26,8 | 30,5
RATOS '
DIABETICOS 90,5 20,1 | 69,5 86,1 46,0

Os valores do consumo de O, pe 1o tecide gorduro-
so do epididimo de ratos normais do sistema.experiméntal fo-
vam: meio contendo somente glicose, 69,18 M 7.4; com glicose e
insulina, 89,60 ! 7,5: com glicoese e Fragao I, 61,00 z 7,73
com glicose e Ffagéo 11, 81,80 £ 10,1: com glicose e  -Fracho
111, 87,84 I 14,4 e com glicose e Fragdo IV, 90,38 VIS A

diferenca minima, significativa, encontrada para este grupo,

foi de 22,43 (Tabela V, Tabela XIX, do apéndice e Grafico 2).

Para os animais diabeéticos, utilizando-se o
mesmo sistema experimental do Grupo I, encontraram-5€ OS5 valo
res para glicose; glicose mais Insulina; glicose mais Fragao I,
glicose mais Fracdo II; glicose mais Fragao III e glicose mais

+

Fracao IV, respectivamente, de; 92,96 - 14.,8; 1?7,00 : 11,7

+

111.64 © 6.2, 157,60 ¥ 14,7 172,80 © 11,7 e 135,74 12,9 mi-

crolitros, por grama de tecido, por hora.
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Dessa forma, podemos notér que os valores a
presentados, através do teste de Tuckey, nos ensaios contendo
Fragao IT, Fracdo ITI e Fragao 1V, diferem, significativamente
ao nivel de 5% de probabilidade, do ensaio contendo apenas gli
cose e mostram, ainda, que essas Fragoes aumentam o consumo de

oxigenio em: 69,5%; 86,1% e 46,0%, respectivamente (Tabela VI3,

TABELA V- Consumo de Oxigénio em ul/g de tecido/hora dos ani-

mais normais e diabéticos.

) RATOS R |
ENSATOS ™ NORMALS  DIABETICOS
BIOLOGICOS |
Glicose a.b. 69,18 T 7.4 c. 92,96 T 14,8
Glicose + Insulins a. 89,60 z 7,5 a4.177,00 by 11,7
Glicose + Fracio 1| b. 61,00 = 7,7 c.111,64 ¥ 6,2
Glicose + Fracdo IIa.b. 81,80 * 10,1 | a.b.157,60 = 14,7
Glicose + Fracio 11T | a. 87,84 2 14,4 2.172,80 * 11,7
Glicose + Fracdo IVl -a. 90,38 - 14,6 b.135,74 = 12,9
Diferenca Minima 22 .43 ' 24 .07
Significativa 5%

Valores médios e Diferenca Minima Significativa do consumo de  oxigenio,
"In Vitro".

(ul/g de tecido/hora) dos animais normais e diabéticos, cujo sistema expe
rimental era constituido de glicose, glicose + insulina, glicose + Fragao
1, do Parotin, glicose + Fragao II, glicose + Fragdo Il e glicose + Fra-
¢cao IV, do Parotin. :

Os tratamentos seguidos das mesmas letras nao diferem, significativamente,
ao nivel de 5% de probabilidade, entre o35 animais do mesmo grupo.
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Alem disso, pode-se notar que os efeitos da
Fragao II e Fragdo III, no consumo de oxigenio, ndo apresentam
diferengas significativas quando comparados aoc efeito da Insu-

lina.

Verificou-se, também, que a Fragio I nao
apresentou aumento significativo no consumo de oxigénio, enm
relacioc ac meioc contendo 56 glicose {apenas 20,1%) (Tabela V,

Tabela VI, Tabela X  do apéndice e Grafico 2).

0s dados do consumo de oxigénio, em funcgao

do tempo de incubagdo, nos diferentes ensalos analisados, po-

dem ser encontrados nas Tabelas\XI, XTI, Xii1, XIv, XV, VI,

XVII, XVITI, XIX, XX, XXI, XXII e XXIII {apéndice).

Assim sendo, através dessa analise, obser-
vou~se que, para o0s animais normais (Grupo 1), o efelto das
Fracoes III e IV, sobre o consumo de oxigénio, quando compara-
do com o ensaio que continha somente.glicose, foi mais efetivo
que o das Fragoes I ¢ 1I (embora nao sendo significativo ao
nivel de 5%), enquantc que, no Grupo II (Diabéticds), a Fragao
111 foi bem mais efetiva quando comparada as outras trés, mais

se aproximando dos valores obtidos com a Insulina.

A.mesma analise demonstrou, também, que  o©
consumo de oxigénio,‘aﬁresentado pelos animais diabéticos, di-
fere, significativamente, dos animais normais em todos 0% sis-
temas utilizados (Tabela V , VII e VIII).

Comparando-se os valores do consumo de oxi-
génjo, entre os animais normais e diabéticos, média de 15 ming

tos, pbde-se notar que até no meio, contendo apenas glicose, ©
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consumo foi significativamente, maior nes animais diabéticos

(Tabela VII e VIIIY.

TABELA VII~ Valores calculados para o teste F, através da a-
nalise de varifincia e do coeficiente de variagio
(C.V.), dos dados obtidos do consumo de oxigénio
entre 0s animaisrnormais e diabéticos, frente aos

diferentes tratamentos.

IBNSAIOS GLICOSE+ | GLICOSE+ | GLICOSE+ | GLICOSE+ |} GLICOSE+

rowocicos | “MHOOSE T INsULING | FRAGED T | FRACAOTT | FRACROTTT | FRACROTV

- & ®E * & ‘9{*, ok

Fo | 8,38 69,57 | 56,11 ]102,98 | 76,34 35,23

C.V. 14,79 12,27 7,66 | 10,13 | 11,16 | 10.41
* - gignificativo ac nivel de 10% de probabilidade

** - significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA VIII- Valores médios do consumo de oxigénio, ul/g/l5"',

em média, entre os ratos normais e diabéticos.

RATOS -
ENSAIQS NORMAIS DIABETICOS
RIOLOGICOS | |
Glicose : h. 61,66 \ a. 80,98
|Glicose + Insulina h., 82,48 a.161,44
Glicose + Fracgao I b. 62,44 a. 90,12
Glicose + Fracao Il b. 71.18 4.139 .74
Glicose + Fragao III b. 80,16 a.151,62
Glicose + Fracao IV b. 79,86 | a.118 .64

Os tratamentos, seguidos de letras diferen-
tes diferem. Significativamente, ao nivel de 5% de probabilida

de, entre :0s animais normais e diabeticos.
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5, DISCUSSAQ

Estudos ' In Vitre " foram realizados a
fim de se avaliar a influéencia das diferentes fracoes do Paro-
‘tin na incorporagdo de glicose e no consumo de oxigdnio pelo

tecido adiposo de epididimo de ratos, normais e diabétices.

0 sistema experimental utilizado para compa
far os efeitos das quatro fracoes dow?arotin, tanto no Grupo T
(normais) quanto no Grupo IT (diabéticos),. constou de diferen-
tes ensaios biolbgicos constituidos de: a) endSgeno; b) glico
se;, ¢) glicose + Insulina; d) giicose + Fracao I; e) glicose +

Fragdo II; f)} glicose + Fracfo 11T e g) glicose + Fracgao IV,

A andlise de variancia dos resultados refe
rentes 3 incorporacac da glicose (micrograma/mg de tecido/hora)
indicou que existem diferencas estatisticamente significantes,
ao nivel de 5%, entre os diferentes ensaios bioldgicos, em am-

bos os grupos {(Tabela I1).

Pelo teste de Tuckey pode-se observar que
os efeitos das Fragtes IT e III do Parotin sobre a incorpora-
¢io de glicose, no Grupo I foram significativamente diferentes
ao nivel de 5%, em relagdo ac meio contendo somente  glicose.
Por ocutro lado, as Fragées T e IV, nio foram tHoc efetivas, a-
presentando valores que nao diferem significativamente daque-
les apresentados apenas pela glicose {Tabela II, III_@ XIX do

apéndice e CGrafico 1).



57w

Nos animais diab&ticos (Grupo II} -obhserva-
se que as Fragdes II, TIT e IV do Parotin mostraram ser efeti-
vas em promover a incorporagao de glicose, . © mesmo ndo ocorren

do com a Fracao I,

Este teste yevelou, tambem, que os efeitos
das Fracoes II e III do Parotin ndo diferem éignificatiﬁamente
ao nivel de 5%, daquele.apresentado pela Insulina, tﬁnto nos
animais normais quanto nos animais diabéticos, mostrando  que
essas Fracoes apresentam efeito semelhantes ao da Insuiina, na

incorporagdo de glicose.

Todavia, a Fracao IIl foi a mais  efetiva,
aumentando em 64,2% a incorporacao de glicose em relagao . ao
meio contendo apenas glicose no Grupo I e, em 122,1% nos ani-
mais diabéticos. Os valores apresentados pela &nsulina _foram

de 72,3% e 142,3% respectivamente.

Ao observar-se os dédas dos Grupos I e 11
em todos os ensaios apresentados na {Tabela II1}, nota-se que,
tanto as Fracoes do Parotin quanto a propria insulina = foram
mais efetivos nos animais diabéticos. Bste fato pode ser devi-
do ao maior nﬁmera de receptores apresentados pelos animais di

. abfticos em funcdo da deficiéncia da Insulina.

Essas observagodes sugerem que, tanto a Insu
lina gquanto as FragOes do Parotin, principalmente as ‘Fragées
‘11 e III que mostraram maior atividade, agem facilitando o
processo de difusao de glicose, através da membrana celular,
.provavelmente ativando o sistema transporta&or, ao nivel de

receptores celulares.
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No que concerne ao consumo de oxigénio, a
analise de variancia revelou que existem diferencas significan
tes, ao nivel de 5% de probabilidade, entre os animais normais
e diabéticos (Tabela IV) permitindo avaliar através do  teste
de Tuckey as diferengas existentes entre os diyeréos ensaios
bioldgicos.

Desse mado,.nota»sg nas Tabelas V e VI, que
nos animais normais, os efeitos das Fragoes I, II, III ¢ -1V

do Parotin e da insulina nao diferem, significativamente, ao

nivel de 5% de probabilidade quando comparados com o meio
contendo apenas glicose embora as Fracgoes II, IITI e IV, e a
insulina, tenham aumentado o consumo de oxigénio em: 18,24%;

26,8%; 30,5% e 28.4%, respectivamente.

Por outro lado, no Grupo II.(diabéticos) as
Fragoes 11, IIT e 1V, aumentaram,-significativamente; o,-ccmsu'w
mo de oxigénio, em relagao zo ensaio contendo apenas glicose .
A Fragdo I mostrou-se menos efetiva nao &presentando diferencga
significativa.

Pela analise dos dados apresentados pode-se
depreender, também, que o aumento do consumo e oxigénio apre-
sentado pelas Fragdes II e III, ndo diferem significativamente
&aquele apresentado pela Insulina.

Além disso, outro dado relevante, refere-se
a0 fato do maior consumo de oxigénio apresentado pelos animails
diahéticos, diferirem, signifitativaméntel dos animais normais
em todos o0s ensaios realizados (Tabela V).

Possivelmente, isso seja decorréncia de al-
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teragbes metabdlicas provocadas pela &eficiéncié de'InsQlina
nos- animais diabéticos, que podem gumentar a atividade fespi
ratoria a nivel celular,:acaéionamdo um_aumehto do  consumo
de oxigénio poisz, nota-se que, até no meio contendo‘ apenas

glicose, o consumo foi, significdtivamente, maior nos ani-

oo

mais diabéticos {Tabelas VII e VIII),

Das fragoes avaliadas, pertencentes a0
Grupo II, a F:agéo TI1l mostrou ser a mais efetiva no consumo

de oxigénio, apresentando um aumento de 86,1% em relacdo ao

" meio contendo apenas glicose, aumento este comparavel ao da

Insulina que foi da ordem de 90,5%.

Desse modo, observa-se que, as Tragoes 11
e IIT do Parotin as quais mostraram-se mais efetivas, além
de agir, ativamente, na incorporacac de glicose, atuam tam-
bém nos processo oxidativoes aumentando o consumo de  oxige

nio, efeito este comparavel ao da Insulina.

WINEGRAD § RENOLD (1958) comprovaram que
a presencga da insulina "In Vitre', tém mostrado uma marcante
acao em estimular a incorporaggé da glicose e a conversao da
mesma enm 1ipfdios, pelo epididimo de.rato, sem um aumento

significativo da oxidagao.

RALMAIN et alii (1950) e HAUGAARD §
MARSH (1952), demonstraram "In Vitro" que a insulina aumenta
o consumo de oxigénio em tecido adiposo, e que age de forma

similar no tecido muscular esquelético.

OLEFSKY (1976), comparande o efeito da

Insulina sobre c¢élulas maiores, isoladas, de animais velhos



~ 30~

e obesos com células-meno;eg iSola&as, de animais jovens e nor
mais. observou que o efeito da insulina nio deve estar relacio
nado, basicamente, com o processo de oxidacao, mas sim, com a
diminuigao de receptores apresentada pelas célﬁlas de animais
obesos e idosos. |

0Os nossos resultados, com relagdo ao efeito
.das Fragbes do Parotin sobré a incorporagac da glicose e consu
mo de oxigénid, sao concordantes com aqueles de YUASA et alii
(1955) e YUASA (1957) que observaram um aumento do consumo de
oxigénio em homogenado de figado. Aléﬁ.disso, esseé autores,
concluiram que o Parotin, primeiramente acelera o processo de
oxidagao do ciclo de acido tricarboxilico. e posteriormente  a

fosforilagso oxidativa.

A confirmacao das nossas.obéervagﬁes pode
ainda ser baseada nos resultados de AONUMA § YOSHIMURA {1954)
e CUIMARAES et alii {1979) onde o3 primeiros encontraram  uma
diminuicao do piruvato sanguineo, o que sugere um aumento dd
processo oxidative e os outros, um aumento da taxa de glicoge-
nio hepatico apds administragéo do Parotin,

0s resultados, referentes a atividade biold
gica das Pragﬁes do Parotin sobre o metabolismo de carboidra
tos, no que se refere a incorporacaoc de glicose e <onsumo de
pxigénio, embora em menores proporgBes, estao de acordo con
aqueles observados por TEIXEIRA; GUIMARKES; CURY (1985) com o©
Parotin bruto. |

Por outro lado, HEPP; LANGLEY; FUNCK (1875)
verificaram que animais comnm diabétes melitus,-insulinomdepemhg

-
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tes {Hamster Chines) e ratos tratados com streptozotocin apre
sentam maior afinidade de ligacido da Insulina a nivel de re-
ceptor, que tem sido relacionado & hipo-insulinemia apresenta

do por esses animais.

PEDERSON: BECK-NIELSEN; HEDING (1978), de-
monstraram que a terapia com Ipsulina em individuos Insulino-
‘dependentes, provocan um decréscimo na afinidade da Insulina a
nivel de receptor apds 10 dias de tratamento, evidenciando que
a variacao do numero de receptores pode ser ?recedida da mu-

danca de afinidade do receptor.

FANTUS; RYAN,; GORDEN (1981) também demons-
traram que a ligagéo da Insulina 3 nivel de recéptﬁr em mond-
citos circulantes, € maior em individuos diabéticos dependen-
tes de Insulina, e que, apﬁs 0 tratamento com insulina, a 1i-
gacdo da Imsulina 3 monbcitos circulantes diminui significati
vamente. Esse decréscimo deve-se & diminuicdo da afinidade e
ao numero de receptores.

Esses dados podem justificar os resultados
apresentados pelas fracoes do Parotin e pela propria Insulina
en potencializar, efetivamente, a incorpofagéo de glicose e o

consumo de oxigénic nos animais diabéticos que nos normais,

Dessa forma, o numero de receptores da In-
sulina, tem sido demonstrado, "In Vitrof e "ITn Vive' ser in-
yeysamente proporcional 3 concentragio de Insulina, de modo,
que a Insulina & um dos fatores de regﬁlagﬁo da concentragao

de seu prodprio receptor.

Segundo GOMORI & GOLDNER (1943) e SOLOMON
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et alii (1974) a sloxana produz necrose irreveré{vql das célu-
las beta das Ilhotas de Langerhans do pancreas, que se coﬁplew
ta nas 48 horas seguintes a Sua administragao, persistindo poT
um periodo de 180 dias. Pode-se sugerir a hipétese de que a
deficiencia de insulina’possa ter induzido a2 um aumento do ni-
mére e da afinidade dos receptores, nas células adipbsas dos

animais diabéticos.

As Fragoes I1 e III que foram as mais efeti
vas na incorporacdo da glicose talvez, apresentem semelhanca es
trutural 34 Insulina podendoc dessa forma, agir no mesmo tipo de re-

ceptor celular, ativando o sistema transportador de glicose.

Estudos vecentes revelam infbrmagﬁes que
possibilitam avaliar, mais detalhadamente, o mecanismo de acao
da insulina no transporte de glicose. Assim, SEALS; MAC DXONALD,;
JARBTT (1979) sugeriram que a ligagao da insulina com seu re-
ceptor especifico, poderia ativar um 2¢ mensageliro e, desse mo
do, iniciar o recrutamento de Vesfculas.intra—celulares conten
do o sistema transportador de glicose. Essas vesiculas-poderi-
am migrar e se fundir com a membrana plasmatica expondo o sis-
tema transportador de glicose ao extraceluiar. A dissociagao da
insulina do seu receptor poderia reverter esse processo atra-
vés de uma invaginagQO'dessés 1oéais especificos da  membrana
plasmﬁticé, onde 0 transportaﬁor de glicose estaria ligadc. Des
sa forma, os sistemas de transporte seriam novamente movimen-

tados no sentido inverse, em diregao ao intra-celular,
Portanto, poder-se-ia fazer uma analogia
entre o processo de exocitose envolvido na secrecao de insuli-

na e o processo de ativagdo do transporte de glicose soh a a-
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¢ao da insulina, pois os efeitos da glicose-induzindo secrecio
de insulina pelas células beta apresentam fatos andlogos  aos
da insulina, ativando o transporte de glicose tais como: apre-
sentar fase de laténcia; ser cilcio dependente; ATP dependente

e envolver a ativacao de microtibulos.

KARNIELI et alii (1981) confirmaram  mais
.uma vez a existéncia de translocacdo dos sistemas de transpor-
te de glicose na célula adiposa isolada. Verificaram, também
que pequenas vesiculas contendo o sistema de transporte de gli'
cose podem reciclar, rapida e contingémente, entre o citoplas-
ma e z membrana plasmﬁtica. No estado de repduso, a distribui-
cao do.sistema de transporte favoreceria a movimenfagﬁo em di-
TECAO a0 compartimento citeplasmatico e a insulina poderia in-
fluenciar essa distribuigao, alterando as faseé do processo de
reciclagem, favorecendo o transporte em diregao a membrana plas

Segundo HARING; BIERMAN; KEMMLER {(1981) ﬁ
ativagao do transporte de glicose ocorre antes da insulina pe-
netrar na célula adiposa, ndo estando, portanto, relacionada 3
internalizagﬁo da Insulina e que os eventos de ligagao ao re-
céptor e ativagao do sistema transportador apresentam sensibi-
lidades diferentes & mudancas de temperatura. O efeito da insu
lina no transporte de\glicose a 37°C inicia-se em 40-50s, en-
tretanto a interiorizagdio da insulina sG ocorre apds 3 minutos

'

e € dependente de ATP.

Esses autores, conclulram que a insulina ao
occupar o receptor desencaderia a fosforilagao do sistema micro

tubular, que induz & translocagio de vesiculas contendo carrea

£
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dor e a fusio destes com a membrana piésmética. Enfretanto, se
a ativagao ccorrer de maneira andloga ao processo de exocitose,
poder-se-ia esperar, que a desatiyagéc ocorresse de maneira in
versa, por endocitose, e que a_atividade basal de transporte
poderia ser mantida por um equilibrio entre endocitose e exoci
tose. Entretanto, estudos complementares_sobre a ativagio e de
sativacao do processo de tran;porte de glicqse, SeTA0 necessa-

rios para dar validade a esta hipotese.

Com intuito de melhor fortalecer o interre-
lacionamento das glandulas salivares com o metabolismo de car-

boidratos, outras consideragoes podem ser acrescentadas.

Assim sendo, estudos mais recentes tem. de-
monstrado a existeéncia de outros fatores nas glandulas saliva-
res como por exemplo o Insulin-Like presente ﬁo extrato de pa-
r&tida, que apresenta uma curva deldiluigﬁo identica § épresé§
tada pela Insulina e confirmaram "In Vitro", a biosintese des-
sa substincia na glandula parStida humana (MURAKAMI: TANIGUCHI:
BABA, 1982). Esses mesmos autores, verificaram que esse poli-
peptidec " Insulin-Like " das.glﬁndulas pardtidas de ratos e
de seres humanos € similar a insulina pancreatica € que apre-

senta funcdes especificas na regulagao da glicemia.

Em analises impnoquimicas, PHILLIP; SMITH:
PATEL, (1984) verificaram que a populagdo dé células que produ
zem a " Insulin-Like " nas glandulas pardtidas sdo encontradas
principalmente, ao longe dos ductos intercalares e enm menor
gquantidade nos acinos, nao havendo partiéipagﬁo dos ductos es-
triados e secretores. Observaram, também, que o Streptozotg

.cin que promove acentuada destruigao da c€lula beta pancrcati--
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ca, nao atinge as células produtoras de ' Insulin-Like "  das

glandulas pardtidas.

Por outro lado, RINDERKNEbHT g HUMBEL {1978)
demonstraram a existéncia né plasma humano de fatores de cres-
cimento semelhante 3 Inéulina [JGF). Dois tipos de IGF ja fo~”
Tram isolados do plasma humano o IGF~I e o IGP-IT, qué cao  po-
lipeptideos estrutural e funcionalmente semelhantes A insuli-
na. 0 IGF-T e o IGF-II apresentam 50% da sequéncia de amino g-

cidos idéntica 3 da Insulina humana.

Segundo RECHLER et glii (1981) esses fato-
res apresentam " In Vive " atividade biolégica similar a da
Insulina, incluindo a estimulag¢do do metabolismo de glicose,

sintese de DNA em cultura e transporte de amino acidos.

Desse modo, pode~se observar que existem al

L3

guns pontos comuns entre o parotin, o© Insulin-Like '' e 05
fatores de crescimento semelhante a Insulina {ICGF), os dois
primeiros possuem a mesma fonte de origem, sendo ambos produzi
dos em maior proporgac pelas parétidas; e os tres apresentam a
g¢oes similares 2 Insulina. De Sérte, que poder-se-ia levantar

a hipdtese de tratar-se das mesmas substancias ou de ‘substan-

cias semelhantes.

Para a confirmacdo dessas observagoes, se-
ria necessario determinar-se a sequéncia de amino acidos das
Fracdes do Parotin para que pudessem ser melhor relacionados aos

fatores ja mencionados.

Restaria saber ainda, se o Parotin ou suas

Fragbes seriam secretadas pelas glandulas pardtidas em concen-
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" trac¢oes suficientes para que pudessem desempenhar, fisiologica

mente, suas atividades bioldgicas.

De forma que, muitas das ﬁrepostas e hipGte
ses levantadas neste trabalho, deverao ser es-clarec:idas com a
realizacdo de futuros estudos, mais profuﬁdos e complexos, no
sentido de se obter noveos conhecimentos, para-subseqaente apli

cacdo pratica.
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6, CONCLUSOES

A analise e a discussdo dos resultados obti

dos permitem afirmar que:
1~ As Fracgdes do Parotin tendem a aumentar
a incorporacdo de glicose e o consumo de oxigénio pelo epididi

mo de ratos normais e diabéticos:

2- As Fragoes II e ITI revelam uma acao
mais eficaz em aumentar a incorporacao de glicese e 0o  consumo

de oxigenio, que as Fragbes I e IV,

3- A Fracdo III, foi a mais efetiva de to-
das, promovendo um aumento na incorporégﬁa de glicose e no csg
sumo de oxigenioc similar ao obtidb com a Insulina; |

4~ As ¥racgOes do Parotin como também a Insu
lina, foram mais efetivas noé animais diabeticos do que nos
normais, tanto na incorporagao de glicose gquanto no COTS WO

de oxigenio.

s
¥
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- 8. RESUMO

O presente trabalho foi realizado com a fi
nalidade de se verificarf” In Vitro,” os éventuais e;eitos das
diferentes Fracgoes do principio ative Parotin, sobre a incor-
poragao de glicose e o consumo de oxigénio pelo tecido adipo-

so do epididimo de ratos normais e diabé€ticos.

Foram utilizados 70 ratos machos (Rattus,

norvegicus, albinus, Wistar) com, aproximadamente 3 meses de

~idade, pesando entre 150 e 200 gramas, que foram aleatoriamen

te, distribuidos em dois grupos experimentais: frupo I - Con-

trole {normais) e Grupo II - Diabéticos (ﬂloxéhicos).

Os animais pertencentes aos dois grupos, g
pés jejum de 24 horas, foram sacrificados, por decapitagho, e
o tecido adiposo da caheca do epididimo foi removido e manti-
do em sbro fisiologico 3 4°C. A seguir, os tecidos foram incu
bados em frascos de Warburg, afim de se detefminar "In Vitreol,
o consumo de oxigénio, e a incorporacio de glicose frente is
diferentes Fragbes do Parotin,

Olsistema experimental para a determinacao
do consumo de oxigénio e da incarporagﬁc de g¢glicose para am-

bos os grupos, constou de:
a) Endogeno (5 ratos)

b} Glicose (5 rétos)
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¢} Glicose + Insulina {5 ratos)

d)} Glicose + Fragﬁo I do Parotin {5 ratos)
¢) Glicose + Fragdo II do Parotin (5 ratos)
f) Gliéose + Fraciio IIT do Parotin (5 ratos)

g) Glicose + Fracgao 1V do Parotin (5 ratos)

Nas condigdes experimentals utilizadas veri
ficou-se que as Fragbes do Parotin, principalmente a Fracfo II
¢ a Fragao III que mostraram maior atividade, aumentaram sig-

nificativamente a incorporacao de glicose e o consumo de oxige

-nic pelo epididimo de ratos normais e diabéticos, enquanto que

as fragdes I e IV foram menos efetivas,

Foi observade também que as Fragoes do Paro
tin e a Insulina foram mais efetivas em gumentar a = incorpora

cdo de glicose e o consumo de oxigénio nos animais diabeticos.
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TABELA IX- Incorporacgioc de Glicose em animais normais e diabéticos.

_TRATAMENTO GLICOSE +|GLICOSE +| GLICOSE +/GLICOSE +|GLICOSE +
RATOS GLICOSE | {NSULINA | FRAGRO I | FRAGRO IT {FRACAC III |FRAGAO IV
1 1,00 2,2 1,2 1,55 1,9 1,45
. 2 1,30 1,8 1,0 1,56 1.8 1,70
— 3 1.10 1,9 1,4 1,80 2.2 1,20
< 4 1.2 2.3 1,3 1,30 2.3 1,30
z 5 1.55 2.4 1,2 2,00 1,9 1,80
fa;
o o, 1,23 2,12 1,22 1.64 2,02 1,49
Medias - s |* g 59 Yo,26 |YTo.15 |ro,27 o2z {Yoo.zs
o 1 1,35 2,80 1,20 1,98 2,40 1,80
o 2 6,90 | 2.52 1,60 1,90 2,10 2,00
= 3 0,85 2,74 | 0,90 1,80 2,60 1,70
- 4 1,10 1.89 1,40 2,20 | 2,80 2,10
- 5 1.00 2,65 1,15 | .2.00 1,68 1,60
, , _
<[ .
— o, 1,04 2,52 1.25 | 1,97 2,31 1,84
= Medias - s 4% 4 99 Yo.37 [fo0.26 1T o,1s Fo.az {E o2

Valores obtidos da incorporacao da glicose, "In Vitro", (ug/mg de tecide/hora),
em presenca de glicose, glicose + Insulina, glicose *+ Fragao I. glicose + Fragao II, glicose + Fra ©
cio II1 e glicose + Fracdo IV. suas médias e respectivos desvios padroes. 7



TABELA X- Consumo de Oxigénio dos animais normais.

ENSAIOS Lomre 15° 1A B L 60" 75" 90"
BIOLOGICOS
® lGlicose bc 18,42 | b 35,98| ab 57.68}ab 69,18 |ab 92,38 | b 100,28
: Fragao I ¢ 17,08 { ab 44,20{ b 52,00{ b 61,00 b 87,00 lab 113,46
<= | Fragao II . abc 22,38 | ab 44,40) ab 60,32)ab 81,80 | abl00,46 lab 116,52
= Pragéo 111 | ab 26,101 a 56,24 a 78.,92) a 87,84 13b100.84 ] a lé7,68"
z Fracao IV " a 27,24 a 49,72 a 75,301 a 90,38 | abl09,94 |\ a 126,72
Insulina , abec 24,00 a 52,00 a 78.60! a 89,60 {a 114,16 1 a 137,10
gigigggtﬁzma 8,81 13,32 22.52|  22.43 23,86 24,93
Valores médios, Diferenga Mimima Significativa, do consumo de oxigénio, "In Vitro",

{ul/g de tecido), aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, dos animais normais nos diferentes ensaios big
1Ggicos. | _

. Os tratamentos seguidos das mesmas letras nio diferem, significativamente, ao nivel
de 5% de probabilidade, entre si. |

-...'[6»..



TARELA XI~ Consumo de Oxigénio dos animais

diabéticos.

. TEMPO 15' 30, 451 0! t H
ENSAIOS ' 6 75 90
o | BIOLOGICOS
& Glicose b 22,1 ¢ 48,10} 4 72,32 c 92,96 c115,50 1 d 135,00
- Glicaese + Fracdo I b 23,90 ¢ 51.,74!cd 85,40 c11l.64 111,64 | ¢ 122,10
£
w Glicose + Fragao II a 42,04 a 92,601ab118.34 | ab157,60 | abl94,62 | b 233,26
m Glicose + Fracao IIT] a 40,00} ab 87.20{abl33,48 al7Z.80 azll .86 ab264,28
< Glicose + FPracdo IV) ab 34,041 bc 65,66ibcl06,16 bRSS;?4 b169,36 ¢Z200,80
Glicose Insulina a 42,04 ab 87.,20] al36.00 al77,00F aZl5,00 az72 80
= -
Diferenca Minima - _ -
Significativa 14,19! 25,79l 28,35 | 24 .07 27 .86 31,15

(ulfg de'tecidO}, aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos, dos animais diabéticoes nos diferentes

bielbgicos.

Valores médios, Diferenca Minima Significativa, do consumo de oxigenio, "In Vitro",

Os tratamentos seguidos das mesmas letras nao diferem, significativamente, ao nivel

de 5% de probabilidade, entre si.

ensaios

mZG—
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TABELA XII- Consumo de Oxigénio, em fungde do tempo de incubagao

£m
presenga de glicose, em ratos normais.
T R'AT AMENT O NORMAIS + GLiCOSE

RATOS )

- 1 2 3 4 5 |MEDIA T s

TEMPO EM MINUTO

15 16,3 | 18,2 | 23,8 18,4 | 15,4 | 18,4 I 3.3
30 30,7 | 39,2 | 42,4 | 36,8 | 30,8 | 35,9 I 532
45 ss.9 | 57,3 | ss,a | ss.2 | 42,3 | 53,8 Y 6.5
60 2.2 | 60,3 | 79,5 | 60,6 | 64.3 | 69,2 % 7.4
75 86,7 | 97,8 {103,5 86,9 | 87,0 | 92.4 % 7.3
90 95 5 | 104.8 |110,0 95,2 | 97,5 [100,3 % 6,9

TABELA XIII- Efeito da Insulina sobre o consumo de Oxigenio (ul/g),

em fungdo do tempo de incubagao em ratos normais.

T R AT A M E N T O

NORMAIS + GLICOSE + INSULINA

RATOS
' 1 2 3 4 5 |MEDIA I s
TEMPO EM MINUTQ\\\\ | “ '

15 21,0 | 27.6 | 26.4 20.8 | 15,2 | 24,0 T 5,9
| 30 48,2 | 53,5 | 55,9 | 56,4 46,0 | 52,0 % 4,7

45 69,2 | 77,5 | 82,4 | 85,0 | 76,9 | 78,2 - 6,]

60 8% .5 89,7 1 101,2 91,2 | 82,4 | 89,6 % 7,5

75 y08.2 | 121,4 | 119,0 | 122,4 | 99,8 {114,0 T 9,8

90 1754 | 139.3 | 145,2 | 151,0 |124,6 | 137,1211,8
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TABELA X1V~ Efeito da Fragao I sobre o consume de Oxigénio, em fun

¢ao do tempo de incubacio em ratos normais.

T R AT AMEWNT @

NORMAIS + GLICOSE + FRACKO 1

RATOS B |
TEMPO BM MINUTO\\\\ ' : - ! 5 NEDIA S s
15 17,6 | 23,1 | 14,7 | 14,2 | 15,8 | 17,1 % 3.6
30 46,4 | s2.2 | 40.8 | 37.9 43,7 | 44,2 T 5.5
45 54,9 | 56,6 | 51,000 44,7 | 52,8 | 52,0 % 4,6
60 65,6 | 69,3 { 56,9 | 49,9 | 63,3 | 61,0 % 7,7
975 91,4 | 94,7 | 85,2 | 73,4 | 90,3 | 87,0 % 8.3
90 123,2 | 128,0 | 106,0 | 1058 106.3 |113.4% 112

TABELA XV- Efeito da Fracdo I1 sobre o consumo de Oxigénio, em fun

- gao do tempo de incubacido em ratos normais.

T R AT A ME N T O NORMAIS + GLICOSE + FRACAO 1I
RATOS - .
1 2 3 4 5 MEDIA = s
TEMPO EM MINUTO
15 23,8 | 26,2 | 24,8 | 21,3 | 15,81 22,4 % 4,0
30 46,2 52,4 42,7 45.1 | 35,6 ] 44,4 T 6,1
45 56 .8 70,6 56,5 55.8 61,9 | 60,3 % 6,2
60 91,5 90 .0 78 .6 663 82,61 81.8 Y101
75 113.9 | 109,4 96,5 91,5 91,0 | 100,5 2105
90 120,8 | 126,5 | 113,0 { 104.8 | 117,5 | 116,5 % 8,2
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TABELA.XVIm.Efeito da Fracao TIT sobre o consumo de Oxigénio, em

. fungdo do tempo de incubagdo em ratos normais.

T R AT AMENT O

NORMAIS + GLICOSE + FRACAO III

RATOS | | |
1 2 3 4 5 [MEDIA I s
TEMPO EM MENUTO\\\\
15 17,0 | 27,5 | 23,6 | 30,3 | 32,1 26,1 %6,0
30 38,3 | 52,4 | 48,4 | 46,6 | 65,5 | 50,2 ¥ 9.9
45 58,2 | 73,3 | 65,5 | 114,1 | 83,5 | 78.9 *71.8
60 78,06 | 82,5 | 74,6 | 86,1 | 118,0 | 87.8 *14.4
75 93,6 | 107,3 |103,4 | 106,2 | 141,0 {110,3 £18,0
90 113,5 {123,1 {119,2 { 122,5 | 160,1 |127,7 2185
TABELA XVII- Efeito da Fracado IV sobre o consumo de Oxigénio, em
fungao do tempo de incubaczo em ratos normais.
T R ATAMENT O NORMAIS + GLICOSE + FRACAO IV
RATOS -
_ ‘ 1 2 3 4 5 |MEDIA T s
TEMPO EM MINUTO
15 26,8 | 30,0 | 31,1 24,7 1 2361 27,2 % 3,2
30 52,3 | 58,7 54,0 45,3 38,3 | 49,7 2 8,0
45 75,0 §3,0 | 84,9 | 72,0 | 61,6 | 75,2 = 9.3
60 109,9 | 94,5 | 91.6 86,5 69,4 | 90,4 Z14,6
75 125,9 | 110,0 | 111,3 | 117.4 85,1 | 109,9 ©15,2)
: , T +
90 143,4 | 125,0 | 132,6 | 131,8 | 100,8 | 126,7 ~15.9
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TABEEA'XVIII—‘Consumb de Oxigénio, em fungdo do tempo de incuba

¢do em presenca de glicose, em ratos diabéticos,

T R AT AMENT O

DIABETICOS + GLICOSE .

RATO S | |

- 1 2 3 4 5 MEDIA ~ s
TEMPO EM MINUTOX\\\

15 21.6 25 .7 18.3 28.6 | 16.3 22.1 2 5.1

30 39.1 56 .3 48,2 60,6 | 36.3 48,1 f105

45 56.7 | 83,2 82,0 | 85.6 | 54,1 72.3 15,5

60 74 .7 96,1 |105.5 | 107,9 | 80,6 92,9 *14,8

75 85.6 | 133,1 |120,6 | 134,71 104,17 {115.5 2206

) 104.1 | 1507 {141.2 | 157.7 |121.3 [135,0 Z22,0

TABELA

XIX- Efeito da Insulina sGbre o consumo de Oxigenio (ul/g),

em funclo do tempo de incubacio em ratos diabéticos.

T R AT A MGENT O DIABETICOS + GLICOSE + INSULINA
"RATOS .

_ . 1 2 3 4 5 MEDIA = s

TEMPO BM MINUTé\\\\

15 32,2 40,4 | 39,8 52,0 | 45,6 42.0 © 7.3
30 79,3 85 .4 81.0 98,0 | 97,3 87.2 = 7.8
A% 115,7 | 138,0 | 126,5 | 150,0 |149,8 [136.0 Y149
60 166.9 | 178.0 | 1642 | 192,4 |183,5 [177,0 T11,7
75 200.6 | 218.4 | 209,2 | 224.8 |222.0 |215,0 T 9.9
90 256.5 | 278.0 | 268,3 | 291,8]269,4 |272,8 “13,1
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TABELA XX- Efeito da Fragao I sobre o consumo de Oxigénio, em

funcdo do tempo de incubacdo em ratos diabéticos.

TRATAMENTYO

DIABETICOS + GLICOSE + FRACAO I

RATOS
’ _ 1 2 3 4 5 [MEDIA © 57

TEMPO EM MINUTO
15 197 { 21,9 | 25,8 | 24,31 27.8 | 23.9 % 3.2
30 44,1 | 47,6 | 53,6 | 54,1 59,3 | 51,7 15,9
45 79,6 | 84,3 | 87,7 | 80,8 | 94.6 | 85,4 % 6,0
60 106,2 |.111,7 }115,5 | 105,1 [119,9 |111,6 = 6,2
75 111,6 | 122,% tizo,1 ) 121,3 t126,2 122,17 6.6
90 135,6 | 150,7 |146,1 | 145.2 {152,6 |146,0 ¥ 6.6

TABELA XXI- Efeito da Fracac II sobre o consumo de Oxigenio {ul/g),

em funcao do tempo de incubac@o em ratos diabéticos.

TRATAMENT®O

DIABETICOS + GLICOSE + FRAGCAO II

RATOS .
‘ 1 2 3 4 5 |MEDIA I s
TEMPO EM MINUTO.
15 | 48,3 | 32,3 | 55,9 | 40,3 | 35,4 42,0 18,0
30 109,1 | 112,0 101,98 | 79,1 | 60,9 | 92,6 “21,9
45 135,1 | 3J04.9 {132,9 | 116,7 | 102,1{1218,3 15,5
60 169,5 | 148,1 | 176,5 | 151,7 | 142,2 | 157,6 14,7
75 214,0 | 178,9 | 215,5 | 189,8 | 174,9 | 194,6 ~19,2
90 242,64 | 216,1 | 254,1 | 221,2 | 232,5233,3 ~15.5




TABELA XXII- Efeito da Fracao III sobre o consumo de Oxigénio
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(ul/g), em funcdo do tempo de incubacdo em ratos diabéticos.

TRATAMENTO

DIABETICOS + GLICOSE + FRACKO 111

RATOS | |
- 1 2 3 4 5 IMEDIA I 57

TEMPO EM MINUTO\\\\ *
15 ‘ 39,0 52,5 34 4 | 48,6 25 .5 40,0 ~10,8

30 75 .1 98,1 | 1006 | 92.3 69,9 | 87,2 138

45 117.9 | 152.8 | 1492 [131,7 |115.8 | 135,5%17,16

60 160.6 | 185,8 | 181.,6 |175.6 |160,7 |172,9711,72

75 199.5 | 222.6 | 225,7 | 208,4 |203,1 | 211,8610,93

90 2447 | 281.,9 | 283,4 | 263,2 |248,2 | 264,3718,16

-

TABELA ¥XITI- Efeito da Fragio IV sdbre o consumo de Oxigénio (ul/g).

em. funcio do tempo de incubagfo em ratos diabéticos.

TRATAMENTO DIABETICOS + GLICOSE + FRAGAO IV
RATOS |
1 2 3 4 5 IMEDIA T s
TEMPO_EM MIﬁUTa\\\\
15 27,3 | 41,3 [-35,3 | 31,1 | 35,2 | 34,0 % 5.2
30 40,8 | 76,6 | 60,6 | 60,4 | 80,9 65,6 12,8
45m 83,8 |117,0 |106,6 | 100,5 | 122,9 {106,2 flSJ.
60 118.6 | 146.5 [135.2 | 128.5 | 149,89 ]135,7 212,
75 1501 | 1740 | 180.1 | 176,98 | 165,7 [169,4 F12,0
90 178,53 | 208,3 | 221,4 | 195,4 200.6 |200,8 ¥15.9




