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1. INTRODUCAO



A secreg¢do de insulina pelas células B pancreaticas depende
de uma complexa interagdo entre sinais metabolicos e neurais onde
o estimulo neural pode modular a secregdo desencadeada pelos
estimulos  metabdlicos. Entre outros fatores, o sistema
neurovegetativo através de suas divisGes simpética e
parassimpatica desempenha papel importante na modulagio da
secregdo de insulina desencadeada pelos estimulos metabélicos e,
portanto, na manuten¢@io da homeostasia glicémica.

A participagdo do sistema nervoso no controle da glicemia
vem sendo estudada, desde o século XIX, a partir dos
experimentos pioneiros de Claude Bernard (apud CAMPFIELD et
al., 1984). Estudos desenvolvidos in vivo, através da estimulagio
dos nervos vago ou esplidncnico ou entfo, apos lesSes de areas do
hipotalamo ventromedial e lateral, tém demonstrado a importincia
da integridade dessas vias nervosas para a modulagio do estimulo
secretorio (BERTHOUD & JEANRENAUD, 1979, TORDOFF &
NOVIN, 1982, CAMPFIELD & SMITH, 1983, JEANRENAUD &
JEANRENAUD,1987;, NIIJIMA, 1986, 1989, BERTHOUD et al.,
1990).

O pancreas ¢ ricamente inervado por fibras do sistema

nervoso simpatico e parassimpatico. As fibras nervosas, em sua
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maioria nfo mielinizadas, penetram nas ilhotas pancreaticas
acompanhando os capilares sanguineos formando o plexo nervoso
peri-insular (PURWAR, 1975; SMITH & PORTE, 1976, KAMEL
et al., 1979). Foi demonstrada também a presenga de fibras vagais
aferentes que conectam as ilhotas ao sistema nervoso central
(NEUHUBER, 1989). Além desse suprimento nervoso extrinseco,

corpos celulares semelhantes aos dos neurénios pds-ganglionares

parassimpaticos foram observados no interior das ilhotas (SMITH
& PORTE, 1976). Esses géanglios intrapancreaticos também sdo
supridos pelos nervos vago e esplancnico (PURWAR, 1975,
SMITH & PORTE, 1976; KAMEL et al., 1979, MILLER, 1981). E
interessante observar que no rato do deserto, Acomys cahirinus, as
ilhotas s8o desprovidas de qualquer estrutura nervosa visivel.
Esses ratos, quando mantidos em dieta semelhante aos ratos de
laboratério, apresentam deficiéncia na secre¢do de insulina e
intolerancia & glicose (ORCI et al, 1970; IONESCU &
JEANRENAUD, 1988).

E sabido que a secregdo de insulina mediada neuralmente
(fase - cefalica) ocorre antes da absorgdo dos nutrientes, e ¢é
iniciada pela da estimulagdo de receptores sensoriais na regido da
orofaringe e pelo estimulo olfatério e visual. Essas informagdes
sdo integradas no sistema nervoso central de onde partem fibras

vagais eferentes que estimulam a liberagdo de mnsulina. NIIJIMA,
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(1991 a, b, ¢) demonstrou que a estimulagdo da lingua pelo sabor
doce (D-glicose 5% ou sucrose 10%) causou aumento na atividade
elétrica dos ramos pancreatico e hepatico do nervo vago e
diminui¢do das descargas do mnervo espldncnico nos ramos da
adrenal, pancreatico e hepatico. O estimulo pelo sabor salgado
(NaCl 5%) resultou em efeitos opostos. Esse controle reflexo, pré-
absortivo, das funces viscerais a partir da estimulagdo gustativa
em ratos normais € em ratos decerebrados, foi bloqueado apds a
anestesia local da lingua (NILIJIMA, 1991a). Essa capacidade
neurosensorial de detectar a glicose encontra-se prejudicada em
diabéticos, € € explicada pela anormalidade da via aferente que se
origina na lingua, a qual estd de acordo com a principal
caracteristica da sindrome de falta de responsividade a glicose
(HALTER et al., 1975).

O primeiro pico pré-absortivo de secregdo de insulina,
reflexamente induzido pela introdugfio do alimento na cavidade
oral foi abolido em ratos diabéticos 15 dias apds transplante
pancreatico na capsula renal e em ratos normais submetidos a
vagotomia truncular (LOUIS-SYLVESTRE, 1978 a). Esses
resultados sugerem que o reflexo ¢é provocado através da
estimulagdo das células B pelo vago. Por sua vez, o segundo pico
da secregdo de insulina, desencadeado pela presenca do alimento

na porgdo gastroduodenal, nio pode ser atribuido & estimulagdo
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vagal direta das células . Embora tenha sido abolido pela
vagotomia truncular, foi mantido em ratos diabéticos apds
transplante de tecido pancreatico, portanto mesmo ilhotas
denervadas manifestaram a resposta (LOUIS-SYLVESTRE,
1978a).

Durante o processo de digestdo e absorsdo dos alimentos os
reflexos enteropancreaticos colinérgicos vagais, sfo importantes
mediadores da secre¢do pancreética exdcrina A secretina liberada
em resposta ao HCI- por sua vez, é a maior reguladora pés-prandial
da secregdo de bicarbonato pelo péncreas. Seus efeitos sdo
potencializados pela inervagdo extrinseca (vagal) e intrinseca
(intrapancreatica) e pela liberagdo de outros horménios como a
colecistoquinina (SINGER, NIEBEL & LAYER, 1987). A secregéo
pancreatica  induzida pela  acidificagdo  duodenal foi
significativamente inibida pela atropina ou pela vagotomia (MEI,
1991).

Foi demonstrado em animais normais, que o sistema nervoso
simpéatico exerce um tdnus inibitério sobre a secregdo de insulina,
enquanto que o sistema nervoso parassimpatico ndo apresenta
ténus estimulatério (JEANRENAUD & JEANRENAUD, 1987).
Todavia, lesdes bilaterais no hipotadlamo ventromedial (VMH),
revertem esta situagdo, ocorrendo ativagdo parassimpatica com
consequente hiperinsulinemia (BERTHOUD & JEANRENAUD,
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1979, JEANRENAUD &  JEANRENAUD, 1987) e
desenvolvimento de obesidade (INOUE & BRAY, 1977,
JEANRENAUD & JEANRENAUD, 1987). Ambos os efeitos
podem ser devidos ao aumento da atividade elétrica do ramo
pancreatico vagal pois, foram revertidos pela secgdo desse ramo
(BERTHOUD & JEANRENAUD, 1979; INOUE & BRAY, 1977).

A vagotomia bilateral subdiafragmatica rompe o equilibrio
existente entre as vias que controlam a glicemia através da
inervagdo autondmica, liberando as células das ilhotas do controle
central efetuado pelos nucleos dorsal motor do vago e trato
solitario, os quais estdo sob influéncia de grupamentos neuronais
do hipotalamo ventromedial e lateral (NIIJIMA, 1986 ; NILJIMA et
al., 1988; DORETTO, 1989).

A via aferente que alcanga o sistema nervoso central origina-
se a partir dos receptores de nutrientes localizados desde a
orofaringé até o intestino delgado. Foi demonstrado que a
administragfo de glicose intraperitonial (i.p.) é um estimulo muito
mais eficaz para desencadear a secregdo de insulina do que a
infusdo intravenosa (i.v.) devido & estimulagdo de glicorreceptores
hepaticos, intestinais e pancreaticos (NILJIMA, 1969, 1982; MEI,
1978). A administragio de D-glucose na veia porta reduziu a
atividade aferente do ramo hepatico e aumentou a atividade
eferente do ramo pancreatico do nervo vago em cobaias in situ
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(NILJIMA, 1969). Com base nesses dados e em estudos posteriores,

foi sugerida a existéncia de um circuito neural que modularia a
liberagdo de insulina através de aferentes vagais hepaticos e de
eferentes vagais pancreaticos (SAKAGUCHI & YAMAGUCHI,
1979).

A sugestio de RUSSEK (1963) de que os sinais gerados

pelos receptores hepaticos relacionados com a concentragdo de

glicose no sangue venoso portal seriam conduzidos para o sistema
nervoso central através do nervo vago, foi comprovada
posteriormente em estudos eletrofisiolégicos (SAKAGUCHI &
YAMAGUCHI, 1979, NIIJIIMA, 1969, 1982, LEE & MILLER,
1985, NAGASE et al, 1990). De acordo com LEE & MILLER
(1985), as fibras aferentes do nervo vago exercem inibi¢do ténica
sobre os grupamentos neuronais superiores do sistema
neuroendéerino. A estimulagdo elétrica do ramo hepatico do nervo
vago resultou na diminuigdo progressiva da concentragdo de
insulina plasmatica. Por outro lado, a sec¢8o deste ramo resultou
cronicamente em aumento na concentragdo plasmatica de insulina,
o qual foi revertido apés 20 minutos, pela secgdo do ramo celiaco.
Em contraste, a analise aguda apds a secg¢do do ramo hepatico do
nervo vago demonstrou diminui¢do nos niveis plasmaticos de
insulina portal (LEE & MILLER, 1985).

Os dados da literatura indicam que os nervos hepaticos
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podem ter fun¢f@o permissiva na expressdo completa dos efeitos
da insulina pois, na auséncia de inervagdo hepatica, a insulina
exerce efeito menor sobre o figado, tornando-o menos eficiente no
armazenamento de glicose sob a forma de glicogénio. A
estimulagdo desses nervos em ratos mnormais tem efeitos
sinérgicos com a insulina causando rapida diminuigdo na saida de
glicose hepatica e, aumentando a deposigdo de glicogénio
(MONDON & BURTON, 1971, GARDERMANN &
JUNGERMANN, 1986). A ativagdo da glicogénio sintetase ocorre
mais rapidamente apés estimulagdo direta do nervo vago do que
somente pela presenga de insulina (SHIMAZU, 1974). A
vagotomia bilateral reduziu a deposigdo de glicogénio hepatico em
ratos, enquanto a administrag@o de acetilcolina permitiu a
restauragdo dos niveis normais de armazenamento (MONDON &
BURTON, 1971). Portanto, o efeito da insulina sobre a regulagdo
glicémica é marcadamente reduzido na auséncia da inervagdo do
plexo hepatico anterior (XIE ef al, 1993) ou de estimulagdo
colinérgica (SHIMAZU,1974).

A neuropatia parassimpética foi sugerida como um fator que
contribui para a resisténcia a insulina em diabéticos ndo obesos e
em ratos cirroticos ( LAUTT, 1979, OKAZAKI et al., 1992 ). No
diabetes Tipo II (ndo obeso) o evento patoldgico inicial é a
neuropatia parassimpatica hepatica (HOSKING et al., 1978). Nesta
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patologia, a saida da glicose do figado resulta em hiperglicemia
pés-prandial, que por sua vez leva ao hiperinsulinismo e como
consequéncia, & redugdo da sensibilidade periférica & insulina,
caracteristica classica do diabetes Tipo II (HOSKING, 1978,
LAUTT, 1979; DE FRONZO et al., 1992). Como resultado dessa
linha de raciocinio especulativo foi sugerido que a hiperglicemia
pos-prandial poderia ser evitada com a administragdo de drogas
colinérgicas para reestabelecer a disfungdo parassimpatica
hepatica (HOSKING, 1978; LAUTT, 1979).

Apesar da enorme quantidade de informagdes que se tem a
respeito da modulagdo nervosa na secreg¢do de insulina, ainda ha
controvérsias na caracterizagdo da (s) via (s) eferente (s) e aferente
(s) as células secretoras da ilhota. Na regido abdominal
subdiafragmatica o nervo vago esta representado por dois troncos,
o anterior (direito) e o posterior (esquerdo). O tronco anterior
percorre a parede anterior do esdfago e se divide formando os
ramos hepatico, anterior gastrico e, em alguns casos, o celiaco
acessério. O tronco posterior percorre a porgdo posterior do
esdfago e se ramifica dando origem aos ramos celiaco e posterior
gastrico (POWLEY et al, 1983; BERTHOUD et al, 1983,
PRECHTL & POWLEY, 1985, BERTHOUD et al., 1990 ).

Em animais intactos, a estimulagdo do tronco vagal cervical

direito ou do esquerdo provoca aumento dos niveis de insulina e
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glicose plasmatica (BERTHOUD et al., 1983, 1990). BERTHOUD
et al. (1983) verificaram que resposta obtida apés a estimulagdo do
tronco vagal cervical direito foi abolida pela transec¢do bilateral
do vago subdiafragmatico. Por outro lado, a resposta obtida apés a
estimulagdo cervical esquerda foi abolida pela transecg¢do do ramo
hepético subdiafragmatico.

Varios estudos sugeriram que o ramo celiaco (pancreatico) ¢é
o principal ramo que inerva as células B pancreaticas (WOODS &
BERNSTEIN, 1980, BERTHOUD et al., 1983, LEE & MILLER,
1985). Entretanto, BERTHOUD et al, (1990), utilizando
estimulagdo elétrica do vago cervical, estudaram a mediagdo dos
ramos vagais sobre a indugdo da secregdo de insulina e de
glucagon, em ratos, € ndo encontraram alteragSes significativas
apos a estimulagdo das fibras que se projetavam para os ramos
celiaco e celiaco acessorio. A resposta de ambos os horménios foi
dependente da integridade dos ramos gastricos (posterior e
anterior) e do ramo hepatico .

O estudo do mecanismo de secregdo de insulina tem
apresentado muitos progressos ao longo dos ultimos 20 anos,
levando ao esclarecimento de muitos dos eventos que ocorrem nas
etapas iniciais (MALAISSE et al.,1984; BOSCHERO et al,, 1984,
ATWATER et al, 1989). Estes estudos foram desenvolvidos
principalmente com ilhotas de Langerhans isoladas as quais
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representam uma preparagdo agudamente denervada, embora
persistam terminag¢des nervosas no interior das mesmas.
Aparentemente, estas terminagdes n8o parecem afetar
significativamente as etapas iniciais do processo de acoplamento
entre o estimulo e a secregdo.

As principais etapas que levam a secre¢do de insulina
induzida pela glicose tém sido identificadas. A glicose, modifica a
permeabilidade 16nica (BOSCHERO et al., 1977, MALAISSE et
al., 1978, GYLFE et al., 1978, CARPINELLI & MALAISSE, 1981,
SEHLIN & FREINKEL, 1983; ATWATER et al.,, 1984, DAWSON
et al, 1985, SCOTT et al, 1985), o padrio metabdlico (para
revisdo, MALAISSE et al, 1984), e o acoplamento intercelular
(ORCI, 1976, EDDLESTONE et al, 1984, MEDA et al, 1984)
estimulando a secregdo de insulina pelas células .

A glicose penetra na célula ( através de um transportador
presente na membrana, designado GLUT2 (BELL et al, 1990,
THORENS et al, 1990), ¢ fosforilada pela glicoquinase e entdo é
metabolizada. Como resultado desse processo, ocorre aumento da
raz8o ATP / ADP levando ao fechamento dos canais Kt sensiveis
ao ATP (K*-ATP) e a despolarizagio da membrana (COOK &
HALES, 1984; ASHCROFT, 1988). Esta resulta na abertura dos
canais de CaZ* sensiveis 4 voltagem e no inicio da atividade

elétrica. O aumento do influxo de Ca2t leva ao aumento da
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concentragdio intracelular desse ion ([Ca??]), o qual per se, ou
associado & segundos-mensageiros provoca migragdo ¢ extrusfo
dos granulos secretores para o meio extracelular (exocitose)
através de um mecanismo efetor, composto por componentes sub-
celulares representados pelos microtibulos, microfilamentos ¢ pela
propria membrana celular da célula § (BOSCHERO et al, 1984,
MALAISSE et al, 1984, ATWATER et al.,, 1989; ASHCROFT &
RORSMAN, 1989; LEAHY et al, 1992). A ocorréncia de um
defeito em alguma parte dessa cascata de eventos pode,
teoricamente, causar falta de responsividade & glicose ligada a
hiperglicemia (LEAHY et al, 1992).

O potencial de membrana da célula B ¢ determinado
principalmente pela atividade dos canais de K sensiveis ao ATP
(K+-ATP). Esses canais s3o bloqueados pelos nutrientes
metabolizados pela célula B (glicose, leucina) e certos agentes
farmacolégicos (sulfoniluréias, tolbutamida e glibenclamida). Os
barbituratos também diminuem a atividade dos canais K*-ATP
(KOSLOWSKI et al., 1989, GONCALVES & ATWATER, 1991).
Outros bloqueadores de canais K*, nfo especificos incluem, entre
outros, a quinina, a tetractilamoénia, a esparteina, ¢ anestésicos
locais (para revisdo, ASHCROFT & RORSMAN, 1989).

Por outro lado, a abertura dos canais K+-ATP inibe a
secre¢do de insulina. O agente mais potente que promove esse
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efeito é a diazoxida, uma sulfonamida utilizada como anti-
hipertensivo. Esta reverte os efeitos da glicose sobre o potencial de
membrana 1induzindo a abertura dos canais de Kt-ATP
(PETERSEN & FINDLAY, 1987, KOSLOWSKI et al., 1989).

Em concentragdes de glicose nio estimulatérias (abaixo de
2,8 mM), a célula  permanece eletricamente silente, apresentando

potencial de membrana proximo ao potencial de equilibrio do K+

(-70 mV) (ATWATER et al, 1978 a). O aumento da glicose para
concentragdes supralimiares (acima de 7mM), fecha os canais K-
ATP, provocando despolarizagdo suficiente para atingir o limiar de
potencial de agdo (-40mV) e iniciar a atividade elétrica tipica
("bursts"). A fase da despolarizagfo do potencial de agdo a partir
do platd, resulta da ativago de canais de Ca2t do tipo L
(RORSMAN & TRUBE, 1986, ATWATER et al, 1989). A
repolarizagéo do potencial de agdo envolve a ativagdo de canais de
K* sensiveis & voltagem (retificadores) e canais de K sensiveis ao
Ca2t. Enquanto a repolarizagdo do "burst" envolve principalmente
a inativagdo dos canais de Ca2* ( L ) e provavelmente os canais de
Kt ( Ca2t ) (ATWATER et al, 1989). As correntes de Nat
também parecem desempenhar importante fungdo na geragdo do
potencial de agdo em células B de cdes (PRESSEL & MISLER,
1990) e provavelmente em ratos e camundongos (GONCALVES et
al., 1993, 1994).
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Foi verificado, que na presenga de 11,1 mM de glicose,
durante as fases da atividade elétrica, ha oscilag8o entre valores de
alta resisténcia a entrada de corrente (1,2 x 108 Q) antes de cada
"burst" e baixa resisténcia (0,9 x 108 Q) durante a fase ativa, na
base do potencial de agdo (ATWATER et al, 1978 a ; ATWATER
et al.,, 1982 ). O aumento de resisténcia a entrada de corrente em
células B de camundongos, observada apos a adigdo de glicose,
deve-se a diminui¢io da condutincia da membrana ao KT
(ATWATER et al.,, 1978 a) em virtude do fechamento dos canais
de Kt (principalmente os sensiveis ao ATP) (ATWATER et al,
1989, ASHCROFT, 1988, MISLER et al, 1989). A redugdo da
condutincia corresponde aos efeitos da glicose e de outros
segretagogos metabolizaveis, diminuindo o efluxo de 42K ou
86RbT, observado por varios pesquisadores em ilhotas de
Langerhans isoladas de ratos ou camundongos (SEHLIN &
TALJEDAL, 1975, BOSCHERO et al., 1977, MALAISSE et al.,
1978, BOSCHERO & MAIAISSE, 1979, HENQUIN, 1978,
CARPINELLI & MALAISSE, 1981, HENQUIN & MEISSNER,
1984; CROGHAN et al., 1985, GONCALVES et al, 1986 a, b) ¢
as oscilagSes correspondem a diminuigo repentina da
permeabilidade aoc KT, seguida por aumento na condutincia 2
outros ions (Nat e Ca2t),

A modulagdo da secre¢do de insulina induzida pela glicose é
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feita por agentes potencializadores (horménios,
neurotransmissores e agentes farmacoldgicos). Dentre eles, estdo
incluidos: o glucagon, a acetilcolina, a bombesina, o peptideo
intestinal vasoativo (VIP), o peptideo inibidor gastrico (GIP) e os
agonistas purinérgicos. Nenhum deles é capaz de estimular a
secregdo de insulina na auséncia de nutrientes segretagogos ou de
Ca2t extracelular (ASHCROFT & RORSMAN, 1989). Tem sido
sugerido que a entrada de Ca2* assim como a mobilizagdo de
estoques intracelulares desse ion, sdo parte integral da sequéncia
de eventos (GAGERMAN et al., 1978, WOLLHEIM et al,, 1980).
Posteriormente, HERMANS et al, (1987) mostraram que a
estimulagio da secregdo de insulina pela acetilcolina ndo era
resultado da mobilizagdo de Ca2t celular, mas sim da
despolarizagdio da membrana e ativagdo dos canais de Ca2*.

Tem sido proposto que a hidrélise de fosfolipidios da
membrana representa um sistema modulatério chave para a
resposta insulinica aos diferentes segretagogos. A etapa inicial ¢ a
ativagio da enzima fosfolipase C, a qual converte o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) & inisitol 1,4,5-trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG). O IP3 mobiliza Ca2t de estoques
intracelulares, ativando o sistema Ca2* - calmodulina que por sua
vez ativa proteinas quinases. O DAG causa translocagdo da

proteina quinase C (PKC) para a membrana celular (GANESAN et
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al,, 1990), a qual fosforila outras proteinas. O resultado final ¢ o

processo de migragdo e extrusdo de granulos secretérios contendo
insulina (LEAHY et al,, 1992).

Em ilhotas de camundongos, a atividade elétrica, que reflete
os efeitos iniciais dos secretagogos de insulina, somente foi
potencializada pela carbamilcolina quando em presega de 8 mM
de glicose (SANTOS & ROIJAS, 1989). Em concentragdes
sublimiares de glicose, a acetilcolina, ou seu analogo mais estavel
a carbamilcolina, despolariza a membrana da célula B mas ndo
inicia a atividade elétrica e a secregdo de insulina. Em ilhotas
isoladas de ratos e perfundidas com agonistas colinérgicos o
aumento na secre¢io somente ocorreu em presenca de glicose
(IVERSEN, 1973; CAMPFIELD & SMITH, 1980).

SANTOS & ROJAS, (1989) verificaram que a adigdo de
acetilcolina produziu uma alteragfo multifasica no padrio da
atividade elétrica consistindo de um curto periodo de atividade de
"burst" constante, seguida por reducdo na atividade elétrica e entdo
por uma fase de intensa atividade de "burst". Apés a remogdo da
acetilcolina ocorreu hiperpolarizagdo da membrana plasmatica e
diminuigdo da frequéncia de "burst", recuperando o padréo
anterior & aplicagdo do agonista. A nicotina nfo teve efeito sobre a
atividade elétrica induzida pela glicose; enquanto que a muscarina

mimetizou o efeito observado com a aplicagdo de acetilcolina.
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Com isso, foi demonstrado que a acetilcolina atuava sobre
receptores muscarinicos.

Recentemente, foi demonstrada a existéncia de 4 tipos de
receptores muscarinicos : M1, M2, M3 e M4 (BONNER et al,
1987). Foi demonstrada a presenga de receptores M3 na célula
e nas células acinares do pancreas exocrino (VERSPOHL et al.,
1990). Esta conclusfo é reforgada pelo fato que em diferentes
linhagens de células de mamiferos, os subtipos M1 e M3 séo
acoplados ao sistema dekmensageiro de fosfoinositideos da mesma
forma & aquela encontrada na célula . BOSCHERO et al., (1994)
verificaram a presenca de receptores M1 e M3 nas ilhotas
pancreaticas. Todavia os dados farmacolégicos obtidos por esses
autores indicaram que somente o M3 desempenha papel relevante
na secre¢do de msulina.

Embora seja amplamente aceito o fato da secregdo de
insulina e a atividade elétrica estimulada pela acetiloolina
ocorrerem via ativagdo de receptores muscarinicos, 0s mecanismos
detalhados pelos quais a ativag@o desses receptores desencadeia a
liberagdo do horménio e as alteragdes i6nicas na membrana ainda
permanecem obscuros. Sabe-se que seus efeitos sobre a atividade
elétrica e sobre a secre¢do de insulina sfio dependentes da presenga
de Nat extracelular e sdo abolidos pela atropina, sugerindo-se que

a ativagdo dos receptores muscarinicos abre canais de Nat
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(ASHCROFT & RORSMAN, 1989).

E possivel atribuir o efeito excitatério da acetilcolina a
inibigio da permeabilidade ao Kt por receptores muscarinicos
pois a exposigdo & acetilcolina foi acompanhada por aumento na
resisténcia a entrada de corrente, de forma semelhante a exposigdo
a bloqueadores de canais de K* ( SANTOS & ROJAS, 1989)

MATHIAS et al., (1985) verificaram que a carbamilcolina
causa, de forma dose-dependente, aumento rapido no efluxo de
86Rbt, enquanto que os nutrientes segretagogos usualmente
diminuem o efluxo. Os autores atribuiram esse efeito a uma
modalidade de canal de K+ dependente do Ca2*. Esse fato foi
comprovado pelos resultados de BORDIN et al., (1994) os quais
mostraram que a presenca de glicose (11,2mM) e de um agonista
colinérgico (oxotremorina-m 0,1 e 10 pM) provocou aumento na
frequéncia de "bursts" nas células B e no efluxo de 36Rb* em
ilhotas isoladas. Ambos os efeitos foram bloqueados por
caribdotoxina, um bloqueador especifico da permeabilidade ao K+
dependente de Ca2t+ (K*-Ca 2+).

As alteragdes nos fluxos i6nicos transmembrana causados
pela acetilcolina ou carbamilcolina (5 & 500 mM), provavelmente
nfo requerem a participagdo de GMPc e AMPc (GAGERMAN e
al,, 1978). MATHIAS et al., (1985) sugeriram que a glicose e a
carbamilcolina causa rapida e mantida ativagdo da fosfolipase Ap
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em ilhotas intactas. Propuseram que a ativagfo da fosfolipase Ay

especialmente em ilhotas expostas a carbamilcolina, pode ser
resultado da hidrélise de fosfolipideos a qual resulta no actimulo
de acido fosfatidico. Os agentes colinérgicos podem mobilizar
Ca2t de organelas intracelulares, nfo mitocondriais ou seja,
através da geragdo de inositol 1,4,5-trifosfato a partir do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (MATHIAS ef al., 1985).

A interrupgdo do ramo vagal que inerva o pancreas pode
induzir a longo prazo, a alteragSes na sensibilidade das ilhotas a
acetilcolina, possivelmente pela supressdo funcional dos receptores
a esse neurotransmissor (CAMPFIELD et al., 1984). Os efeitos dos
agonistas colinérgicos sobre os fluxos de 86RbT e 45Ca2+
(MATHIAS et al, 1985, HENQUIN, 1978), sugerem que o
controle nervoso da secregdo de insulina pode ser intermediado
por alterag3es na permeabilidade i6nica das ilhotas de Langerhans
e, por oonseguinte, a denervag8o orbnica poderia alterar a
sensibilidade das ilhotas de Langerhans aos segretagogos e causar
um desequilibrio na regulagdo glicémica.



2. OBJETIVOS



O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos
agudos e cronicos da vagotomia subdiafragmatica seletiva sobre a
sensibilidade das ilhotas de Langerhans a glicose e a
carbamilcolina (in vitro), bem como, os efeitos dessa denervacgio

sobre o armazenamento de glicogénio hepatico e a sensibilidade a

insulina (ir vivo).



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Animais

Ratos albinos Waistar, machos, de 2 a 4 meses de idade,
procedentes do Biotério Central da Unicamp foram mantidos no
Departamento de Fisiologia e Biofisica, com ragdo comercial
(Labina-Purina) e agua ad libitum sob periodo de 12:12 horas
luz/escurc a 230 C até serem utilizados nos experimentos.

Os ratos foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais: ratos controle e ratos submetidos a4 vagotomia
seletiva dos ramos hepatico ou pancreatico. Esses ratos foram
utilizados para o estudo dos efeitos agudos e crénicos da
vagotomia através de andlises de curto (15 e 30 dias de
recuperagdo pos-cirurgica) ¢ longo prazo (60 dias de periodo poés-
cirurgico). Esses efeitos foram estudados sobre os seguintes
aspectos:

- efluxo de 86Rbt+ (substituto dos ions K*) em ilhotas
isoladas (15, 30 e 60 dias de pSs-operatério).

- determinagdo da reserva de glicogénio no tecido hepético
(15 e 60 dias de pds-operatédrio).

- teste de tolerdncia a insulina (15 dias de pds-operatério).

Um grupo de ratos submetidos a vagotomia do tronco
anterior € outro de ratos normais expostos ao estresse fisico por
natagdio, foram utilizados para dosagem de acido ascérbico das

glandulas adrenais para observar os niveis de estresse desses ratos.
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3.2. Cirurgia

Todos os ratos foram mantidos em jejum durante a noite
anterior & cirurgia. Sob anestesia com pentobarbital sédio (50mg/
Kg de peso) foi feita a tricotomia e assepsia com 4lcool na regido
abdominal. A seguir foi feita uma incisfo no abdémem logo abaixo
do esterno, expondo a porgdo do esdfago abaixo do hiato
esofagiano para evidenciar os troncos vagais, posterior ¢ anterior,
¢ as suas ramificagles: gastricas, hepatica, celiaca (pancredtica) e
celiaca acessoria (Figura 1). Apds a secgdo do ramo desejado, a
incisdo abdominal fo1r suturada com fio de algoddo ( 5-0 ) ¢ a
assepsia dessa regido foi feita com merthiolate ( Lilly ). A seguir
foram administrados (0,2ml) de pentabidtico para animais de
pequeno porte (Fontoura-Wyeth), via intramuscular em cada pata
posterior. Os ratos operados retormmaram ao biotério e foram

tratados com terramicina (Pfizer) oral durante 5 dias.

3.3. Verificaciio morfolégica da eficacia da
vagotomia

Esta analise foi realizada com o objetivo de verificar se a
por¢do do vago seccionada havia regenerado e assim comprovar a
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eficacia da técnica cirurgica. Um grupo de 6 ratos normais e outro
de 7 ratos vagotomizados foi separado para o estudo morfolégico
da regido esofagica subdiafragmatica. Apds serem privados de
alimento por 12 horas, estes ratos foram anestesiados com hidrato
de cloral (0,8 ml/350 gr de peso) e submetidos & tricotomia da
regifio abdominal. A seguir foi feita a dissecg¢o da regido
abdominal até o diafragma e, apods o pneumotoérax, o coragdo foi
exposto. Apods a abertura do ventriculo esquerdo com uma tesoura,
foi inserida uma cénula até atingir a aorta. Essa céanula estava
conectada & uma bomba de perfusdo (Masterflex, easy-load, mod.
7518-10, Chicago, IL.) que, num primeiro momento, perfundiu o
animal com 500 ml de solugdo salina 0,9% contendo
anticoagulante Liquemine (Roche) e, em seguida, com 300 ml de
solugdo de formol 10% por cerca de 15 minutos. Ao término desse
procedimento, fo1 separado um bloco contendo diafragma, eséfago
e estdmago o qual foi mantido em Formol 10% por 24 horas. Apos
esse periodo o es6fago foi dissecado sob microscépio cirirgico e
dividido nas por¢des seguintes: cranial, média e caudal (Figura 1).
Apds incluso de cada uma das porg¢Ses em parafina
(Paraplast, Monoject - 83103, St. Louis, Mo.), foram obtidos cortes
transversais de Sum de espessura com auxilio de um micrétomo
(Bio Cut, mod. 1130, Reichert-Jung, Alemanha). Os cortes
destinados ao estudo histolégico preliminar foram montados em
ldminas de vidro recobertas com albumina e corados pela técnica

Hematoxilina-Eosina.
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3.4. Técnica de Imuno-histoquimica

A identificagdo dos neurofilamentos nos cortes obtidos da
regifo esofagica, foi realizada através dos procedimentos habituais
de imuno-histoquimica, empregando-se a técnica da
Estrepotavidina-biotina-peroxidase (ABC peroxidase) descritos
por HSU ez al., (1981). As principais etapas estdo descritas abaixo:

Os cortes de 5 um de espessura foram montados em laminas
previamente tratadas com solugdo de organosilano a 2% (3-
aminopropil-trietoxi-silano) em acetona e mantidos & temperatura
ambiente até o momento da rea¢gdo. Os cortes foram
desparafinizados em banho de xilol em estufa a 60°C (15 minutos)
seguido de 2 banhos de xilol (1 minuto cada) & temperatura
ambiente. A hidratagdo foi realizada logo a seguir em gradiente
decrescente de 4lcool, permanecendo 2 minutos em cada
concentragfio: trés banhos de alcool absoluto, um em alcool 80% e
outro em alcool 50% ; todos em temperatura ambiente. Apds estas
etapas, os cortes foram lavados trés vezes com HO destilada .

Em sequéncia, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endoégena através da incubag@o por 15 minutos a 37°C em solugdo
3% de peréxido de hidrogénio (HpO7 30%) em metanol. Apés a
lavagem em agua corrente ¢ destilada, os cortes foram colocados
em solugdo tampdo citrato, pH 6,0 em forno microondas a 700C
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durante 5 minutos, por 2 vezes seguidas.

Apds 10 minutos de resfriamento, os cortes foram incubados
durante 20 minutos, 4 temperatura ambiente ¢ em cdmara imida,
com soro normal de cavalo (Vector pk 002) - diluigdo 1:10, para
bloquear os sitios inespecificos de reagdo e assim, evitar que o
anticorpo  primario se ligasse a antigenos 1nespecificos,
eliminando, dessa forma, areag&o de fundo.

A reagdo antigeno-anticorpo primario foi obtida durante a
incubagdo com o anticorpo primario anti-neurofilamento
(Monoclonal Anti-Neurofilament 200) na diluigdo 1:40. A
incubagdo foi realizada em cAmara imida durante toda a noite, a
40C.

A seguir, as ldminas foram lavadas 3 vezes em solugdo
tampdo fosfato a 379C. Foi entdo adicionado o anticorpo
secundario biotinilado € os cortes incubados por 30 minutos a
370C em cémara umida. O anticorpo secundario utilizado fo1 o
‘anti-IgGs de camundongo, coelho e cabra produzido em suino,
Biogenex-Multilink na diluigdo 1:200. Ao término da incubagéo,
foram feitas 3 lavagens em solugdo tamp#o fosfato a 370C. Apds
secagem, foi adicionado o complexo Estreptavidina-biotina-
peroxidase (StreptABComplex) diluido 1:50 em solugdo tampdo
fosfato e incubados por 30 minutos em oémara umida a 37°C.

Apos esse periodo, as laminas foram colocadas em solugdo tampéo
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fosfato e foram coradas com DAB (3,3 tetra-hidrocloreto diamino-

benzidina), cromégeno de cor marrom que se precipita, no local
onde ocorre a reagdo. Em seguida os cortes foram lavados em agua
corrente, passados em &agua destilada e contracorados com
Hematoxilina de Mayer por 30 a 60 segundos. Apds passagem em
4gua amoniacal e em agua corrente e destilada, os cortes foram
desidratados e montados.

CR
~~~~~~ — | celiaco acessério
M hepatico /
P . - pancreatico
CcD
.
1‘, N h
. ; R
gastricos

Figura 1: Representagdo da inervagdo subdiafragmatica do nervo
vago e das divisdes cranial (CR), média (M) e caudal (CD). A

inervagdo posterior estd representada em azul € a anterior em
vermelho.
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3.5. Dosagem de Acido Ascérbico da glindula
adrenal

A dosagem da concentragio de acido ascorbico nas
glandulas adrenais tem sido empregada para avaliar o indice de
estresse em animais submetidos a exercicios ou outras
manipulagdes. Considerando o envolvimento do acido ascérbico
na esteroidogénese (KITABCHI & WILLIAM, 1975) foi realizado
a dosagem desse composto para verificar se a manipulagio
durante os procedimentos cirtrgicos da vagotomia provocava
estresse nos ratos e, com isso poder avaliar os demais resultados
eliminando essa variadvel. Os ratos foram distribuidos nos
seguintes grupos: 1. controle ; 2. estresse por 50 minutos de
natagdo e 3. vagotomizados.

Os ratos foram mortos por concussdo cerebral seguida de
decapitagdo. A seguir as glindulas adrenais foram retiradas, e,
individualmente pesadas e maceradas, com 1 ml de acido
perclérico 0,4 N. Ao extrato obtido foi acrescentado 5 ml de 4cido
metafosféorico 2,5%. O é4cido ascérbico foi determinado
colorimetricamente pelo método proposto por MIDLIN &
BUTLER (1938), que se baseia na extingfo da cor da solugéo de
2,6 diclorofenolindofenol, devido & sua oxidagdo pelo &cido
ascorbico. Apos filtragem, foi retirada uma aliquota de 500 ul de
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cada amostra para ser diluida em 500 ml de acido metafosforico e
1 ml da solugdo corante. Essas amostras foram lidas em
espectrofotémetro (Spektromom, mod. 195 D, Alemanha) em 520
nm. Os valores obtidos foram calculados juntamente com os

valores da curva padrdo de acido ascérbico conforme a equagiio
dada por MIDLIN & BUTLER (1938):

[ng/ mg de tecido] - _Br - amostra x soma [ p] x diluicdo x 100
soma (Br - p) x Peso da adrenal

onde, Br = absorbancia do tubo branco;
p = absorbéncia do padrio.

3.6. Técnica de isolamento de ilhotas de Langerhans

Para as medidas do efluxo de 86Rb* utilizamos ilhotas de
Langerhans isoladas de ratos de acordo com LACY &
KOSTIANOVSKY (1967) com modificacdes.

Os ratos foram mortos por concussdo cerebral seguida de
decapitagdo. A seguir, o abdomen foi aberto para expor o figado ¢
o pancreas. O ducto biliar foi canulado (cénula de polietileno)
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proximo ao hilo do figado e ligado na sua posigéo distal adjacente
ao duodeno. Através de cdnula foram injetados cuidadosamente
8,0 ml de solug¢éo de Hanks enriquecida com glicose (2,8 mM) que,
fluindo em sentido retrégrado, através dos ductos pancreaticos,
promoveu a divuls@o do tecido acinoso. Uma pequena modificagdo
no método de isolamento de ilhotas foi introduzida por medida de
economia. Na solugdo de Hanks usada para a divulsdo do tecido
exocrino, fo1 acrescentada 0,75 mg/ml de colagenase (tipo p). A
seguir o pancreas foi removido da cavidade abdominal, colocado
numa placa de Petri e limpo das porg¢des gordurosas e dos ginglios
linfaticos. O tecido foi transferido para um frasco e reduzido a
fragmentos de aproximadamente 0,5 mm3 com auxilio de uma
tesoura. Os fragmentos foram colocados em tubo de ensaio e
colocados em banho-maria a 379C durante aproximadamente 14
minutos, sob constante agitagio. Nos 8 minutos iniciais, o
contetido do tubo foi movimentado pela passagem de carbogénio
(95% O + 5% COs ) e o restante do tempo por agitagdo manual.
Neste periodo o tubo foi observado para determinar o momento
final da fase de digestdo com a colagenase. Apo6s a incubagéo o
material foi lavado 5 vezes com solugdo de Hanks para a remogéo
da colagenase, das enzimas digestivas liberadas durante a
incubagdo e também fragmentos celulares. Um periodo de
aproximadamente 2 minutos entre as lavagens foi necessario para
decantag¢do do material.
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As i1lhotas, completamente separadas do tecido acinoso,
foram coletadas uma a uma, sob lupa, por aspiragéo com auxilio de

uma pipeta Pasteur, previamente estirada e siliconizada.

3.7. Incubac¢do com radioisétopo e Perfusido

O 86Rb* foi utilizado neste trabalho para a andlise da
permeabilidade ao KT como substituto desse ion. Tal
procedimento justifica-se por motivos técnicos, uma vez que O
42K+, ideal como tragador do 39K™, apresenta meia vida muito
curta (12,5 horas), o que dificulta sua utilizagfo. O uso do 86Rb™
como substituto do Kt tem sido largamente utilizado (STIEVE &
HARTUNG, 1977, SEHLIN & TALJEDAL, 1975), sendo a razfo
de efluxo e a permeabilidade de ambos muito semelhante
(BOSCHERO & MALAISSE, 1977, CROGHAN, DAWSON,
SCOTT & BANGHAM, 1984, GONCALVES, CARNEIRO &
BOSCHERO, 1986).

Apods o i1solamento, dois grupos contendo cerca de 150
ilhotas cada, foram transferidos para tubos de ensaio contendo 1ml
de solugdo de Hanks enriquecida com glicose (2,8 mM) e
albumina. O sobrenadante foi descartado ¢ foram adicionados, ao
meio de incubagdo, 190 pul de solugdio de Krebs-Ringer contendo
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2.8 mM de glicose e 10 pl de 86RbCl (15 a 30 pCi / ml) . As
ilhotas foram incubadas durante 90 minutos a 370 C, pH 7,4
equilibrado durante os 10 minutos iniciais com carbogénio (95%
Oy + 5% CO2 ) . Apds o periodo de incubagdo, as ilhotas foram
lavadas trés vezes com solu¢do de Krebs-Ringer néo radioativa e
transferidas para uma cdmara de perfusfo (volume 0,3 ml) forrada
com um filtro de acetato de celulose, com poros de didmetro igual
a 8 mm (Millipore Corp., Bedford, Mass.). Essas cdmaras foram
conectadas a um sistema de perfusBo que consiste de dois
recipientes, sendo um deles preenchido com a solugéo perfusora da
condigdo inicial ( solugdo de Krebs-Ringer com ou sem glicose 5,6
mM ) e o outro contendo a solug#o perfusora experimental (glicose
16,7 mM ou glicose 5,6 mM + carbamilcolina 100 pM). Esses
recipientes foram ligados, por intermédioc de cateteres de
polietileno a uma tomeira de duas vias. As solugdes foram
mantidas a 379C e continuamente equilibradas com carbogénio
para a manutenedo do pH 7,4. O fluxo do sistema foi de 1ml / min
impulsionado por uma bomba peristaltica (Holter Pump S. 900,
Extracorporal Med. Speo. Ino., King Prussia, Pa).

A perfuso foi iniciada imediatamente apés a transferéncia
das ilhotas para as cdmaras ¢ a conexfo das mesmas ao sistema. A
solugdo perfusora foi proveniente do primeiro reservatoério, do 12

ao 500 minuto; do segundo reservatério, do 522 ao 702 minuto e
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novamente do primeiro reservatério do 722 ao 902 minuto, quando
foi encerrada a perfusfio. As amostras de perfusato foram coletadas
em frascos de polietileno, a intervalos regulares de 2 minutos, do
320 ao 902 minuto, sendo os 30 minutos iniciais utilizados para
adaptar as ilhotas ao sistema. A radioatividade contida no efluente
de cada frasco foi medida em contador de particulas B (Beckman
LS 100 C), através do efeito Cerenkov

3.8. Solucdes

Durante o procedimento de imuno-histoquimica foram
utilizadas as seguintes solugdes :

Tampéo Citrato (pH 6,0)
Solugdo A = ac. citrico anidro..........ooveeeivivecnceee. 19,21¢g
ac. citrico monohidratado....................... 21,01g
HoO destilada............ccoooeienin 1000ml
Solugdo B = fosfato dissddico duodecahidratado......71,64g

HrOdestilada.........cccoocineiiiii 1000ml



Solugdo de trabalho:

Solugdo A - 36,8ml
Solugdo B - 63,2ml

Solu¢do Tampéo Fosfato:

NayHPO4. ..o l,4g
KHyPO4 .. ..o, 0,43g
NaCl ... 1,0g
HoO. o 1000ml
Solu¢do corante :
DAB. ... 40mg
Solugdo Tampdo Fosfato..................... 100mg
HoO0 oo 40ml

O ajuste do pH das solugSes tampéo foi feito com a adigdo de
acido cloridrico.
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Para o isolamento das ilhotas, foi utilizada uma solugdo
hidrossalina, elaborada por HANKS & WALLACE (1949), com a

seguinte composigdo:

Solugdo de Hanks:

NACL .o e 24g
KCL oo 1,2g
CaCly 2ZHoO. ..., 556mg
MgSO2 THO ... 600mg
Na2 HPO4 12H2O........ooooiiiiieee 363mg
KH2O PO4..ooriiiiiiie e 180mg
NAHCOZ oo 1,05¢g
Nag HPO4 12HO. ... 87.97mg
H>O destilada (gSp)......ccoveeeeriiiiieecee 1000ml

A essa solugdo foi adicionada glicose (2,8 mM) e colagenase
(0,75 mg/ml).

Para a incubagédo, lavagem e perfusfo das ilhotas fo1 utilizada
a solugdo de Krebs-Ringer bicarbonato. Na solugédo de incubagdo e
lavagem das ilhotas foram acrescentadas glicose (2,8 mM) e
albumina bovina fragio v, 2% (m/v). A solugdo usada para
incubagdio foi acrescentado 86Rbt e a solugdo perfusora, na
condi¢do experimental, foi adicionada glicose (5,6 mM ou
16,7mM) e/ou carbamilcolina 100 pM.
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Solug¢do de Krebs-Ringer bicarbonato:

NaCl....... e e e 26,8860g
NAHCOS. .o e e 8,0650g
KOl e e 1,4912¢g

MgCla . 6HOO ..o 0,8134g
CaCly 2ZH2O. .. ..o 0,5810g
HpO destilada (g5p)......ccoovvmiiiiic s 1000ml

3.9, Protocolos realizados com 86Rb+:

Resposta a glicose :

1. Condi¢do 1inicial - solugdo sem glicose .
2. Condigéo experimental - solugdo de glicose 16,7 mM

3. Retorno - solugdo sem glicose.

Resposta a carbamilcolina :
1. Condigdo inicial - solugdo de glicose 5,6 mM.
2. Condi¢do experimental - solugdo de glicose 5,6 mM +

carbamilcolina 100 pM.
3. Retorno - solugdo glicose 5,6 mM.
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3.10. Determinacio do Glicogénio

As dosagens de glicogénio foram realizadas por volta de 8
horas da manh4, final do periodo absortivo (JUNGERMANN &
KATZ, 1989, CURI, 1990). Os ratos foram mortos por concussio
cerebral e em seguida as amostras de 500 mg do figado foram
coletadas. Cada amostra foi homogenizada e digerida em solugiio
de KOH 30% a quente. O glicogénio foi precipitado a partir do
material digerido através de duas passagens em 4lcool absoluto.
Entre uma fase e outra de precipitagfio, a amostra foi centrifugada
a 3000 rpm durante 15 min. A quantidade de glicogénio na amostra
foi determinada pelo reativo fenol sulfirico pelo método proposto
por LO SIU & TAYLOR (1970). As amostras, juntamente com os
tubos branco e padrdes, foram lidas em espectrofotémetro
(Spektromom 195 D, Alemanha) em 490 nm. O calculo para

encontrar o valor da concentrag&o foi :

[ mg/100mg |= diluicio x 1 x 0,1 x ax A daamostra

massa vol
tecidual  amostra
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onde:
0,1 - fator de corregio;
vol. - 0,05 ml

a = Z;p

ZA
p = padrdes
A = absorbancia

3.11. Teste de tolerancia a insulina

Os ratos foram anestesiados com 0,7 ml de Ketamine (1.p.)
(Ketalar- Parke Davis) em seguida foi feita uma incisdo no membro
posterior para a localizagdo da veia femural. Com uma seringa foi
retirada uma amostra de sangue e em seguida foi aplicado 0,25ml
de insulina (100 pU) intraperitoneal. Apds a administragdo da
insulina, as amostras foram coletadas a cada 5 minutos (T5, T10,
T15, T20, T25 e T30) e centrifugadas por 5 min a 40 rpm. Apés a
centrifugagdo, o plasma foi transferido para outro tubo com auxilio
de uma pipeta Pasteur e a glicose medida conforme o método da
Glicose Oxidase. Os tubos (padrio, branco e amostras) foram
colocados em banho maria a 37° C durante 10 minutos. Em
seguida, foi feita a leitura da absorbancia em 505nm em
espectrofotémetro (Espektromom 195 D, Alemanha). O calculo
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utilizado para a determinagdo da concentragdo de glicose fo1 o

seguinte :

f= 100 ONDE : f=FATOR
A do padrao A= ABSORBANCIA

[Glicose] = fx A

3.12. Calculos e Tratamento Estatistico

Para analisar a magnitude da variagdo do efluxo do 86Rb™,
foram calculados valores teéricos a partir dos valores obtidos. A
partir dos valores do intervalo 32-50 minutos foi realizada uma
extrapolagdo da curva de regress@o exponencial a fim de calcular

os valores esperados para o intervalo 52-70 minutos. Para o
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intervalo 72-90 minutos os valores de efluxo de 86Rb* foram
calculados a partir dos valores do intervalo 52-70 minutos. A
significAncia entre os valores obtidos e esperados foi avaliada
através do teste t de Student, admitindo como significativos
valores de p menores que 5%.

Os valores de 50% de remogdo da glicose no teste de
tolerdncia & insulina, foram encontrados a partir da equagdo da reta
de regressdo linear (VIEIRA, 1991).

Para verificar as diferengas entre os valores dos trés grupos
(controle, vagotomia hepética e vagotomia pancreatica) assim
como a diferenca entre as médias dos mesmos, foi calculada a
analise de variincia seguida pelo teste de Tukey. Foram admitidos
como significativos valores de p menores que 5% (VIEIRA, 1991).

A diferenga entre 2 grupos e a variagdo em fun¢do do tempo
no mesmo grupo, foram comparadas através do teste t de Student
(VIEIRA, 1991).

3.13. Reagentes, radioisétopos e anticorpos

Todos os sais, bem como a D-glicose ¢ demais substdncias

adicionadas ao meio de isolamento e/ou incubagdo foram de grau
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analitico de pureza (P.A)). Os radioisétopos e reagentes € suas

respectivas fontes sdo as seguintes :

- Colagenase P : Boehringer Mannhein GmbH, W. Germany.
- 86RbC], frascos de polietileno: New England Nuclear
Research Products, Boston, Ma, USA.

- Multi - Link, Swine immunoglobullins to goat,mouse,
rabbit immunoglobulin : Dakopatts a/s, Denmark.

- StreptABComplex : Dako, Carpinteria, CA, USA.

- Albumina bovina fragdo V; Carbamilcolina; 3-aminopropil-
trietoxi-silano ; 3,3 tetra-hidrocloreto diamino-benzidina,
Monoclonal Anti-Neurofilament 200 - Sigma Company, St.
Louis, Mo, USA.



4. RESULTADOS
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4.1. Verificacio morfolégica da eficacia da
vagotomia:

O exame sob microscépio cirtrgico da regido
subdiafragmatica do esbfago, onde se realizou a vagotomia,
revelou a presenga de tecido cicatricial na regido em todos os
ratos. Este exame foi realizado imediatamente antes de cada
experimento e da retirada do espécime para o processamento
histologico.

A técnica de imunohistoquimica empregada foi eficaz na
marcagdo dos neurofilamentos nos troncos vagais e de suas
ramificagdes presentes na regifio esofagica. Em todos os ratos
normais a imunomarcagdo foi positiva em ambos os troncos vagais
(figuras 2 e 3).

Nos ratos submetidos & vagotomia bilateral, a
imunomarcacdo foi negativa no tecido nervoso remanescente no
coto caudal em todos os animais apds o tempo de sobrevida
considerado.

Nos animais submetidos apenas a vagotomia anterior, a
imunomarcacdo foi sempre negativa no coto distal desse nervo e,
positiva no tronco posterior. Em alguns cortes histologicos obtidos
imediatamente acima da regifio onde foi feita a vagotomia, pode-se

observar a ocorréncia de imunomarcagdo de neurofilamentos
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entremeados de maneira desorganizada com tecido fibroso
circundante, sugerindo a formag¢fo de um neuroma de amputagdo
(figuras 4, 5 e 6). Entretanto, nos cortes obtidos de regides mais
distais (coto caudal), a imunoreatividade foi sempre negativa
(figura 7). Nesses cortes pode-se observar o aumento de
celularidade causado, provavelmente, pela multiplicagdo das

celulas de Schwann e dos fibroblastos.

Figura 2: Corte transversal do esdfago de rato normal (controle)
correspondente a regifo subdiafragmatica onde foi feita a vagotomia nos
ratos experimentais. Observe a presen¢a de imunoreatividade positiva para
neurofilamentos nos troncos vagais anterior (va), posterior (vp) e
respectivos ramos (r). ABC peroxidase; contracoloragio com hematoxilina
de Meyer (Aumento 40X).
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Figura 3: Detalhe do corte apresentado na figura 2, observado em

dade

para neurofilamentos jpresente no tronco vagal anterior. (Aumento 292 X).

ativi

.

intensa imunore

. mostrando a

de contraste de fase,

microscopia

.
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Figura 4: Corte transversal de estfago de rato, 60 dias apss vagotomia
anterior. O corte corresponde & regido proximal do local onde foi feita a
vagotomia. No local correspondente ao coto cranial pode-se observar a
presenga de imunomarcagio de alguns neurofilamentos entremeados, de
maneira desorganizada, com tecido fibroso circundante, sugerindo a
formacio de um neuroma de amputagdo (seta). Em contraste, no tronco
vagal posterior (vp) a imunomarcagdo de neurofilamentos € intensa e
evidencia a organizagdo morfolégica normal do nervo. ABC peroxidase;
contracoloragdo com hematoxilina de Meyer. (Aumento 40 X).



Figura 5: Detalhe do corte apresentado na figura 4, observado em
microscopia de contraste de fase, mostrando a regiio correspondente ao
tronco vagal posterior. Observe a intensa imunoreatividade presente no
nervo e a auséncia de reacio para peroxidase enddgena nas hemacess (h),
presentes nos vasos sanguineos. Aumento 292 X
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Figura 6: Detalhe do corte apresentado na figura 4, observado em
microscopia de contraste de fase, mostrando a regifo correspondente ao
coto cranial do tronco vagal anterior. Observe a imunomarcagio de apenas
alguns neurofilamentos entremeados de maneira desorganizada com tecido

fibroso circundante sugerindo a formagdo de um neuroma de amputagdo.
(Aumento 320 X).




Figura 7: Corte transversal do coto caudal do tronco do vago anterior de
rato, 60 dias apés a vagotomia, observado ao microscépio de contraste de
fase. A imunoreatividade para neurofilamentos é negativa e, pode-se
observar uma grande quantidade de células de Schwann, que se
multiplicaram no decorrer do fendmeno de degeneragdo Walleriana, ¢
fibroblastos. ABC peroxidase; contracoloragdo com hematoxilina de Meyer.
(Aumento 475 X )
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4.2. Dosagem de Acido Ascérbico

A concentragdo de acido ascorbico verificada nas glandulas
adrenais (figura 8) de ratos vagotomizados apos 15 dias de cirurgia
foi proxima aos valores normais (2,3 a 3 mg/100mg) ¢, mostrou-s¢
semelhante & concentragdo encontrada no grupo controle. No
grupo de ratos submetidos a estresse fisico por 50 minutos de

natagdo foi verificada redugdo drastica na concentragdo de 4cido

ascorbico.
Ac. Ascérbico (ug/100mg)
4
3
) ]
E E‘E%:::ggg_;;
2 _
== e
1 ] e : EEESEE
EEE'"E}E %“:;
=
Controle Vag. Ant. Estresse

Figura 8 : Concentragdo de acido ascorbico da glandula adrenal de ratos
controle, ratos submetidos ao estresse por natacdo e de ratos

vagotomizados. Os dados representam a média T EPM de 6 ratos.



4.3. Efluxo de 86Rb+
4.3.1. Resposta a glicose 16,7 mM :

A.) Vagotomia do ramo pancreatico:

A resposta a concentragfo estimulatéria (16,7 mM) de
glicose foi verificada em ilhotas isoladas de ratos submetidos a
vagotomia do ramo pancreatico (15, 30 dias de poOs-operatério) e
foi comparada com a resposta de ratos controle (figura 9).

Apds 20 minutos iniciais de perfusdo com solugdo de Krebs-
Ringer sem glicose a razdo de efluxo diminuiu constantemente nos
nos trés grupos de ratos (controle, vagotomia do ramo pancreatico,
15 ¢ 30 dias). O efluxo médio neste periodo foi de 3,99% min-! em
ratos controle, 3,58% no grupo de ratos vagotomizados (15dias) e
de 3,86% no grupo de 30 dias. Apés a mudanca para a solugdo
perfusora contendo 16,7 mM de glicose, a razio do efluxo de
86Rb* declinou significativamente (tabela I) nos ratos controle,
sendo o efluxo médio desse periodo 1,95% min-1 (declinio de
51,13% em relagdo ao periodo anterior). Nos grupos de ratos
vagotomizados também ocorreu um declinio mas, de forma menos
acentuada sendo os valores médios do periodo, 2,51% min-1 e

2,43% min-1 nos ratos vagotomizados com 15 e 30 dias
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respectivamente. A porcentagem de variagdo em relagdo ao
periodo anterior foi 29,88%  nos vagotomizados (15 dias) e
37,04% nos vagotomizados (30 dias). O retorno a solugdo
perfusora sem glicose provocou aumento na razdo do efluxo dos
trés grupos. O efluxo médio neste periodo foi de 2,87% min-1 nos

ratos controle, 2,47% min-1 nos vagotomizados (15 dias) e,
2,96% min-1 nos de 30 dias.
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Figura 9: Efeito da adigdo de glicose sobre a dindnica do efluxo de
86Rb* em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle (-8-8-A.) ¢ de ratos
submetidos a vagotomia pancreatica com 15 (-0-0-0 ) e 30 (-*-*.) dias de
pos-operatorio. As ilhotas foram perfundidas por solu¢do de Krebs-
bicarbonato sem glicose até o 502 minuto. As linhas verticais interrompidas
indicam o momento de introdu¢do e retirada da glicose 16,7 mM. Cada
ponto representa a média de experimentos realizados em 2 ou 3 cAmaras,
cada qual contendo 100 a 150 ilhotas. As barras representam o EPM.
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TABELA I - Efeito da adig8o de glicose 16,7 mM sobre a
perfusdo do 86Rb™ em ilhotas de ratos controle

Tempo esperado observado t p

52 3,54 2,98 9,84 < 0,05
54 3,47 2,57 12,04 <0,05
56 3,40 2,02 23,91 < 0,05
58 3,32 1,90 17,68 <0,05
60 3,25 1,81 20,91 < 0,05
62 3,19 1,74 25,12 < 0,05
64 3,12 1,63 15,21 < 0,05
66 3,05 1,56 21,62 < 0,05
68 2,99 1,65 9,69 < 0,05
70 2,93 1,69 12,64 < 0,05
72 1,37 1,63 1,66 < 0,05
74 1,29 1,69 2,47 < 0,05
76 1,21 2,21 4,0 < 0,05
78 1,14 2,57 3,80 <0,05
80 1,07 3,07 6,90 <0,05
82 1,01 3,42 7,31 < 0,05
84 0,95 3,37 6,34 < 0,05
86 0,39 3,70 5,27 < 0,05
88 0,84 3,60 6,45 < 0,05

%0 0,79 3,45 4,33 < 0,05




B.)Vagotomia hepatica:

Em ratos submetidos 4 vagotomia do ramo hepatico (60 dias
de pés-operatério), foi verificado que a resposta a glicose foi
semelhante a do grupo controle, embora a magnitude dessa
resposta tenha sido diferente (figura 10). Em ambos os grupos a
raz8o de efluxo declinou constantemente nos 20 minutos de
perfusdo com solugdo sem glicose. O efluxo médio neste periodo
foi de 3,99% min-1 em ratos controle e 3,03% min-! nos ratos
submetidos a vagotomia hepatica crénica. Apds a mudanea para a
solugfio perfusora contendo 16,7 mM de glicose, a razio do efluxo
de 86Rb* declinou significativamente (tabelas I e Il ), exceto nos
minutos finais do periodo (tabela II). A redugdio do efluxo em
relagdo a condigfo inicial foi de 51,12% em ratos controle e de
40,26% em ratos vagotomizados sendo o efluxo médio desse
periodo foi 1,95% min-! e 1,81% min-! respectivamente. O
retorno 4 solugdo perfusora sem glicose provocou um aumento
lento na razdo do efluxo dos dois grupos. O efluxo médio neste
periodo foi de 2,87% min-1 nos ratos controle e de 2,37%
min-1 nos ratos vagotomizados. As tabelas I e II representam os
valores observados, bem como, os valores esperados de efluxo de
86RbT, a partir da introdugfio & condigdo experimental e do retorno

a condigdo inicial .
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Figura 10: Efeito da adigdo de glicose sobre a dindnica do efluxo de
86Rb* em ilhotas pancredticas isoladas de ratos controle (-e-e-) e de ratos
submetidos & vagotomia hepatica crénica, com periodo pds-operatério de
60 dias (-0-o0-). As ilhotas foram perfundidas por solugdo de Krebs-
bicarbonato sem glicose até o 502 minuto. As linhas verticais interrompidas
indicam o momento de introdug8o e retirada da glicose 16,7 mM. Cada
ponto representa a média de experimentos realizados em 3 ou 4 cdmaras,
cada qual contendo 100 a 150 ilhotas. As barras representam o EPM.



TABELA II - Eferto da adi¢do de glicose 16,7 mM sobre a

perfusdo do 86Rb* em ilhotas de ratos submetidos a vagotomia

hepatica.

Tempo esperado observado t p

52 2,41 1,96 10,14 <0,05
54 2,32 1,86 5,76 < 0,05
56 2,22 1,72 2,24 <0,05
58 2,14 1,68 4,18 < 0,05
60 2,05 1,64 3,61 < 0,05
62 1,97 1,67 3,38 < 0,05
64 1,89 1,66 3,15 < 0,05
66 1,82 1,7 1,10 < 0,05
68 1,74 1,69 0,49 N.S.
70 1,67 1,65 0,27 N.S.
72 1,50 1,65 1,31 < 0,05
74 1,45 1,52 0,77 N.S.
76 : 1.41 1,83 9,28 < 0,05
78 1,36 2,06 8,65 < 0,05
80 1,32 2,25 8,81 < 0,05
82 1,28 2.40 8.59 < 0,05
84 1,24 2,41 7,29 < 0,05
86 1,20 2,45 8,59 < 0,05
88 1,16 2,39 4,89 < 0,05
90 1,12 2,24 6,94 < 0,05

N.S. - Néo significativo,



4.3.2. Resposta a carbamilcolina:

A.) Vagotomia do ramo pancredtico :

Na condi¢do inicial, glicose 5,6 mM na solugdo de Krebs-
Ringer, a media da razdo do efluxo foi 2,34% min-1 nos ratos
controle (figura 11). A mudanga para a condigdo experimental,
solugdo perfusora contendo carbamilcolina (100 uM) e glicose (5,6
mM), provocou uma elevagdo rapida até o minuto 54, mantendo
um platd até o final do periodo (média do plat6=2,99% min-1).
Apds o retorno a condigdio inicial a razio de efluxo declinou
rapidamente a niveis proximos da condi¢do inicial (média de
2,13% min-1). Em ratos submetidos'a vagotomia pancredatica
crénica (figura 11) o efluxo médio de 86Rb+ nas ilhotas de
Langerhans na condigéo inicial foi de 2,31% min-1. Neste periodo,
a razdo do efluxo declinou de forma lenta e constante. Apds a
mudan¢a para a condigdo experimental, a razdo de efluxo se
manteve constante 4 uma média de 2,05% min-1. O retorno a
condigdo inicial provocou ligeira mudanga (2,12% min-1) no valor

médio do efluxo.



60

Cch 100 uM

| TSN S U WUVUNL SUREN VOUNN SUUNN W SN WS WONE YN NN W TN WAOR TN T N T

Efluxo Fracional (%/min)

I i i

Tempo (min)

Figura 11: Efeito da carbamilcolina (100 uM) sobre a razdo do efluxo de
86RbT em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle (-@-@-) e de ratos
submetidos & vagotomia pancreatica crnica (-*-*-), 60 dias de periodo pés
operatério. As ilhotas foram perfundidas por solugio de Krebs-bicarbonato
contendo 5,6mM de glicose, durante toda a perfusio. As linhas
interrompidas indicam o momento de introdugio e de retirada da
carbamilcolina. Cada ponto representa a média de experimentos realizados
com 2 a 5 cAmaras, cada qual contendo 100 a 150 ilhotas.
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TABELA X 11I- Efeito da carbamilcolina (100 uM) na presenga de
5,6 mM de glicose sobre a perfusfio do 36Rb™ em ilhotas de ratos

controle.

Tempo esperado observado t p

52 2,12 . 2,39 1,94 < 0,05
54 2,09 2,87 5,99 <0,05
56 2,05 3,04 6,87 < 0,05
58 2,01 2,97 10,62 < 0,05
60 1,98 2,91 10,34 < 0,05
62 1,95 2,92 7,47 < 0,05
64 1,91 2,89 8,70 < 0,05
66 1,88 3,08 9,22 < 0,05
68 1,85 2,99 7,07 < 0,05
70 1,81 2,91 6,25 < 0,05
72 3,09 2,72 3,22 < 0,05
74 3,13 2,55 4,07 <0,05
76 3,17 2,30 4,75 < 0,05
78 3,21 2,10 9,20 < 0,05
80 3,25 1,94 14,66 <0,05
82 3,29 2,07 8,54 < 0,05
84 3,33 2,06 17,80 < 0,05
86 3,37 1,83 24,68 < 0,05
88 3,41 1,90 17,85 < 0,05

o0 3,46 1,91 11,95 < Q0,058
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B.)Vagotomia do ramo hepatico

A figura 12, mostra semelhanga no padrdo de resposta de
efluxo nos grupos de ratos controle e vagotomizados (60 dias)
quanto a resposta a carbamilcolina. Nos ratos controle (tabela III),
na condigBo micial (glicose 5,6 mM na solugdo perfusora de
Krebs-Ringer), a razdo do efluxo foi em média 2,34% min-1. A
mudang¢a para a condigdo experimental (glicose 5,6 mM +
carbamilcolina 100 uM) provocou uma elevagdo rapida (49 min)
para o valor médio de 2,99% min-1 (platd). Apds o retorno a
condi¢do inicial, a razdo do efluxo declinou rapidamente mantendo
média de 2,13% min-1. Em ratos submetidos & vagotomia hepatica
a razéo do efluxo na condi¢do inicial foi em média 2,31% min-1. A
mudanga para a condi¢@io experimental promoveu elevagdo rapida
e significativa (tabela IV) para o valor médio de 2,73% min-1
(plat6). Esse valor manteve-se constante até o retorno & condigdo
inicial, quando decaiu rapidamente para um valor médio de 2,14%
min-1.  As tabelas IIl ¢ IV mostram os valores observados bem
como os valores esperados a partir da mudanga para condigdo
experimental (522 ao 702 min) e apéds o retono & condigfo inicial
(722 ao 902 min). Em ambos grupos os valores observados foram
estatisticamente diferentes dos valores esperados, exceto nos
minutos 52 e 72 (tabela IV).
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Figura 12: Efeito da carbamilcolina (100 M) sobre a razdo do efluxo de

86Rb* em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos controle (-@-@-) e de ratos
submetidos a vagotomia hepatica crénica (-O-O-), 60 dias de periodo pos
operatorio. As ilhotas foram perfundidas por sclugio de Krebs-bicarbonato
contendo 5,6mM de glicose, durante toda a perfusfo. As linhas
interrompidas indicam o momento de introdu¢io e de retirada da
carbamilcolina. Cada ponto representa a média de experimentos realizados
com 4 ou 5 cémaras, cada qual contendo 100 a 150 ilhotas. As barras
representam o EPM.
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TABELA I V- Efeito da carbamilcolina (100 uM) na presenga de

5,6 mM de glicose sobre a perfusio do 36Rb™ em ilhotas de ratos
submetidos a vagotomia hepatica.

Tempeo esperado observado t p

52 2,10 2,23 0,98 N.S.
54 2,06 3,0 7,17 < 0,05
56 2,03 3,21 6,19 < 0,05
58 1,99 2,7 2,49 < 0,05
60 1,96 2,72 3,02 <0,05
62 1,93 2,71 3,17 < 0,05
64 1,89 2,69 4,94 < 0,05
66 1,86 2,69 5,14 < 0,05
68 1,83 2,83 4,14 <0,05
70 1,80 2,82 3,07 < (0,05
72 2,82 2,87 0,10 N.S.
74 2,33 2,20 3,75 < 0,05
76 2,85 2,11 4,00 < 0,05
78 2,86 2,04 5,32 < 0,05
80 2,87 2,07 5,77 < 0,05
82 2,89 2,01 3,68 < 0,05
84 2,90 2,11 3,32 < 0,05
86 2,92 2,14 2,74 < 0,05
88 2,93 2,16 4,84 < 0,05
90 2,94 2,23 2,76 < 0,05

T > - 000 B T o 0 0. W S AP B G i o T W O D B O O 0 O T T O A o R 0 i o

N.S. - Nio significativo.



4.4. Determinacio de glicogénio

A concentragdo de glicogénio hepatico (figura 13) foi
modificada apods a vagotomia. Na fase aguda (15 dias de pos-
operatério), foi observada uma redugfio de 41,79% no grupo de
ratos submetidos a vagotomia hepatica ¢ de 25,58% no grupo
submetido a vagotomia pancreética em relagdo ao grupo controle
(tabela V). Essas alteragdes foram significativas (tabelas VI e VID.

De modo semelhante, apés 60 dias de cirurgia, a
concentragdo de glicogénio hepatico (figura 13) nos ratos
submetidos a vagotomia hepatica exibiu uma diminuigdo de
52,6%, significativa em relag&o ao controle (tabelas VIII e IX).
Essa alterago, nfo foi significativa quando comparada aos ratos
hepato-vagotomizados apés 15 dias de cirurgia (p<0,05).

Todavia ratos submetidos a vagotomia pancredtica exibiram,
ap6s 60 dias, uma elevagdo de 31,8% na reserva de glicogénio
hepatico, significativa em relagfio as concentragdes verificadas no
grupo comntrole e hepato-vagotomizado (tabelas VIII e IX) e nos
ratos submetidos & vagotomia pancreatica com 15 dias de pos-
operatério (p<0,05).
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Tabela V - Concentragdo de glicogénio hepatico (mg / 100g) de
ratos controle e ratos vagotomizados com 15 e 60 dias de pos-
operatorio.

Ratos 15 dias 60 dias

Controle @=6) 4,81 + 0,15 4,81 +0,15
Vagotomia Hepética (n=4) 2,80 +0,19 @=8) 2,28 +0,21
Vagotomia Pancreatica (n=5) 3,58 +0,26 @=6) 6,34 +0,70

Os valores acima sfo a média + EPM dos grupos de ratos controle e de
ratos vagotomizados.
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Glicogénio Hepatico
(mg/ 100mg)

#k

71
6.
51
4.
3
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1
0 Controle Vag. Hep. Vag.ancr.
[ ] 15 dias 60 dias

Figura 13 : Concentragéio de glicogénio hepatico (mg/100g ) em ratos
controle, ratos vagotomizados (15 e 60 de pods-operatédrio). As colunas
representam a média £ EPM de valores de 6 a 8 ratos.

* p<0,05 em relagfo aos grupos Vag. Pancr. (15 e 60 dias) e Vag. Hep. (15
e 60 dias); ** p<0,05 em relagdo ao grupo Vag.Hep. (15 dias).
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TABELA VI - Determinagdo do glicogénio - Andlise de variancia
dos resultados obtidos de ratos controle, ratos submetidos a
vagotomia hepatica e pancreatica, 15 apés a cirurgia.

Causas da Variagio GL SQ QM F
Tratamentos 3 10,31 5,15 25,75
Residuos 12 2,44 0,2
Total 14 12,75

O valor de F ¢ significante ao nivel de 5%.

TABELA VII- Teste de Tukey entre as médias dos valores obtidos

a partir de ratos vagotomizados (15 dias) e de ratos controle.

Pares Valor Absoluto Diferenga DMS
Cont. / Pancr. /4,81 -3,57/ 1,24 0,58
Cont. / Hep. /4,81-28/ 2,01 0,62
Pancr./ Hep /2,8-3,57/ 0,77 0,65

A diferenga entre as médias é significante ao nivel de 5%.
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TABELA VII - Determinacdo do glicogénio - Analise de
varidncia dos resustados obtidos de ratos controle, ratos
submetidos & vagotomia hepatica e pancreatica 60 apos a cirurgia.

Causas da Variagio GL SQ QM F
Tratamentos 2 59,27 29,63 27,95
Residuos 17 18,02 1,06
Total 19 77,20

O valor de F ¢ significante ao nivel de 5%.

TABELA IX- Teste de Tukey entre as médias dos valores obtidos

a partir de ratos vagotomizados (60 dias) e de ratos controle.

.-—-.......-_—..-_...._-.-.-—-—--——-—--—-.-.---_..-.._-..-_.._..——-._..—.._-_..—-_.-—--__-.-.-.--_—-_--.......-_.-....—

Pares Valor Absoluto Diferenga DMS
Cont. / Pancr. /4,81 -6,34/ 1,53 1,24
Cont. / Hep. /4,81 -228/ 2,53 1,16
Pancr. / Hep. /2,28 -6,34/ 4,06 1,16

.-..-.-—.--—-_.._......--.-------——---—-----—_—..—_..—..-.—..-.-...--_-_-._-—---...—_--—---—---._-._-—-..-—..-

A diferenga entre as médias ¢ significante ao nivel de 5%.
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4.5. Teste de Tolerancia a Insulina

A Tabela X mostra a variagdo na concentragdo de glicose
plasmatica em fung¢do do tempo apds a administragdo de insulina
intraperitoneal em ratos intactos e denervados em estado pés-
prandial. Os dados encontrados apresentaram correlagdo negativa
(r = -0,94 no grupo controle; r = -0,96 ¢ -0,99 nos vagotomizados
do ramo hepético e pancreatico, respectivamente). No estado
micial (T= 0) a concentragdo de glicose foi significativamente
diferente (tabelas XI e XII) nos trés grupos (p<0,05), sendo os ratos
vagotomizados, hiperglicémicos (figura 14). Nos 15 minutos
iniciais a diminuigdio da glicemia foi de 44,9% nos ratos controle;
61,15% nos ratos submetidos a vagotomia pancreatica e, 64,19%
naqueles submetidos a4 vagotomia hepéatica. A concentragdo de
glicose no 159 minuto, ndo foi significativamente diferente (tabelas
XII e XIV) nos trés grupos (p<0,05). A equagdo obtida da reta de
regressdo linear possibilitou encontrar o tempo correspondente a
50% de remo¢do da glicemia. No grupo controle o valor maximo
de remogdo de glicose (45,58 mg/ 100ml) nfo atingiu 50% e foi
encontrado no tempo 15. Nos ratos vagotomizados, 50% da
remog¢do de glicose ocorreu no 102 (vagotomia hepatica) e 110

minuto (vagotomia pancredtica).
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A partir do 159 minuto, pode-se verificar que o aumento na
concentragdo de glicose também foi semelhante nos 3 grupos. Ao
término do teste, a glicemia dos ratos controle ja havia se
restabelecido aos valores iniciais, ao passo que, nos ratos
vagotomizados, ndo. Neste periodo a diferen¢a entre as médias dos

grupos ndo fo1 diferente (tabelas XV e XVI).

TABELA X - Concentragdo de glicose plasmatica (mg/ 100 ml) em
fung¢do do tempo (minutos).

Ratos Controle Vagotomia Hep. Vagotomia Pancr.
Tempo ,
TO 91,17+ 5,19 114,31+3,11 * 138,23+7,81 *
TS 64,8+ 9,81 75,89+4,09 109,84+7 .85
T10 55,4 +895 50,83+3,73 73,11+2.07
T1S 50,24+ 6,38 40,93+4,12 N.S. 53,70+4,15 N.S.
T20 52,81+4,4 49,18+3,67 67,42+5,33
T25 58,67+23 57,03+7.16 78,97+3,89
T30 78,68+ 12,33 66,18+8,07 N.S 94,73+7,41 N.S

Os valores acima sdo a média * EPM dos grupos de ratos controle
(n=5), ratos submetidos 4 vagotomia do ramo hepatico (n=5) e ratos
submetidos & vagotomia do ramo pancreatico (n=5). N.S- nfo significativo;
*.significativo (p<0,05).
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Figura 14 : Concentragio plasmitica de glicose ap6s administragdo
intraperitoneal de insulina (100pU) em ratos controle (-e-e-), ratos
submetidos & vagotomia pancredtica (-*-*-* ) e a vagotomia hepatica (-0-0),
ap6s 15 dias de cirurgia. Cada ponto representa a média* EPM de 5 ratos.
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TABELA XI - Analise de Variancia dos dados obtidos a partir do
teste de tolerdncia a insulina (T=0) de ratos controle, ratos
submetidos a vagotomia hepatica ¢ pancreatica, 15 dias apds a

cirurgia.

Causas da Variagio GL SQ QM F
Tratamentos 2 5307,91 2653,95 16,31
Residuos 12 1952.89 162,74
Total 14 7260,8

O valor de F € significante aoc nivel de 5%.

TABELA XTI- Teste de Tukey entre as médias dos valores obtidos
a partir do teste de tolerdncia & insulina (T=0) realizados em ratos

vagotomizados e ratos controle.

Pares Valor Absoluto Diferenga DMS

Cont. / Hep. /91,17- 114,31 / 23,14 21,5
Cont. / Pancr. /91,17 - 138,23 / 47,06 21,5
Hep. /Pancr. /114,31 -138,23 / 23,92 21,5

A diferenga entre as médias € significante ao nivel de 5%.
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TABELA XITII - Anélise de Variancia dos dados obtidos a partir
do teste de tolerdncia & insulina (T=15) de ratos controle, ratos
submetidos a vagotomia hepatica e pancreatica, 15 dias apds a
cirurgia.

Causas da Varniagio GL SQ QM F
Tratamentos 2 41490,06 20745,03 16,31
Residuos 12 39554.,45 3296.2
Total 14 1935,61

O valor de F ¢é significante ao nivel de 5%.

TABELA XIV- Teste de Tukey entre as médias dos valores
obtidos a partir do teste de tolerdncia 4 insulina (T=15) realizados

em ratos vagotomizados e ratos controle.

Pares Valor Absoluto Diferencga DMS

Cont. / Hep. /50,24 - 40,93/ 9,31 96,79
Cont. / Pancr. /50,24 - 53,7/ 3,46 96,79
Hep. / Pancr. /40,93 - 53,7/ 12,77 96,19

A diferenga entre as médias € significante ao nivel de 5%.
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TABELA XYV - Andlise de Variincia dos dados obtidos a partir do
teste de tolerdncia a insulina (T=30) de ratos controle, ratos
submetidos a vagotomia hepatica e pancreatica, 15 dias apos a
cirurgia.

Causas da Variagio GL SQ QM F
Tratamentos 2 97721,43 48860,71 6,81
Residuos 12 86059,17 7171,5
Total 14 183780,6

O valor de F ¢ significante a0 nivel de 5%.

TABELA XVI- Teste de Tukey entre as médias dos valores obtidos
a partir do teste de tolerdncia & insulina (T=30) realizados em ratos

vagotomizados e ratos controle.

Pares Valor Absoluto Diferenca DMS

Cont. / Hep. /78,68 - 66,18 / 12,15 142,77
Cont. / Pancr. /78,68 - 94,13 / 15,45 142,77
Hep. / Pancr. /66,18 - 94,13/ 25,95 142,77

e 1 4 32— " - 1 " " o ™" " T 2 o o - -

A diferenga entre as médias & significante ao nivel de 5%.
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A vagotomia subdiafragmatica, pratica cirirgica amplamente
utilizada no tratamento de Glceras gastricas ou duodenais desde o
inicio do século (ALVAREZ, 1948), foi abandonada em virtude de
comprometer outras fungdes orgénicas, tais como: redugdo da
liberagdo de acido do estdmago (QUIGLEY & LOUCKES, 1951,
LEGROS & GRIFFITH, 1969), diminui¢do da motilidade gastrica
(QUIGLEY & LOUCKES, 1951, FOX et al, 1976), perda da
coordenagdio antropiloroduodenal ¢ da abertura do piloro
(QUIGLEY & LOUCKES, 1951; HOLLE et al, 1990). Esta
técnica foi substituida pela vagotomia seletiva das células
parietais, onde somente as células produtoras de dcido presentes
no corpo ¢ fundo do estémago sdo denervadas (HARMON;, 1981).

A vagotomia foi o modelo experimental adotado para o
estudos sobre participagdo do sistema nervoso parassimpatico na
sensibilidade das ilhotas de Langerhans aos segretagogos da
insulina € no padrdio metabdlico de ratos vagotomizados visando
estabelecer um paralelo diabetes mellitus e suas manifestagdes
decorrentes.

Existem muitos testes, utilizados para avaliar a eficécia da
vagotomia (LOUIS-SYLVESTRE, 1983). Algumas das avaliagdes
sfo invasivas e incluem estudos de dissec¢do, estimulagdo de

secregdo gastrica usando solugdo de vermelho neutro como
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indicador (LEGROS & GRIFFITH, 1969), transporte retrégrado de
tragadores neurais NEUHUBER, 1989; BERTHOUD et al., 1990),
verificagio da motilidade gastrica (FOX et al, 1976) ou da
secre¢do de insulina apos estimrulag8o vagal cervical (BERTHOUD
et al., 1983). Dentre os testes nfo invasivos podem ser destacados
o teste da fase cefilica da secreg¢do de insulina (WOODS &
BERSNTEIN, 1980, LOUIS-SYLVESTRE et al, 1981) e
caracteristicas comportamentais como afagia, preferéncia por
alimento de pequeno tamanho, perda de peso, perda do padrio
alimentar e da ritimicidade da captagdo do alimento (LOUIS-
SYLVESTRE, (1978 a; b). Entretanto tais pardmetros de avaliagio
se referem a vagotomia bilateral ou s8o especificos para testar a
denervagdo de determinados ramos; alguns muito subjetivos.

A analise morfolégica da regifio esofagica focalizando sua
inervagdo tem sido utilizada e vérios trabalhos (POWLEY et al.,
1983; PRECHTL & POWLEY, 1985, 1987, NANOBASHVILI et
al., 1994) e permite afirmar com seguranga a eficdcia da cirurgia.
Além da comprovagio da eficdcia da téenica cirrgica, a
possibilidade de regeneragdo de nervos periféricos ap6s lesdo in
vivo e in vitro (FAWCETT & KEYNES, 1990, KANIJE, 1991)
também nos motivou realizar a analise morfolégica da regidc
estudada. A regeneragfo vagal apds a secgdo tem sido relatada em
coelhos (BRIZZI & CIANI, 1981), cdes (JEFFERSON et al., 1967)



79
e em humanos (LOUP et «l.,1978). Em ratos foi verificada

regeneragio apos 9 meses de periodo pos-operatorio (POWLEY et
al, 1983). KANIJE (1991) verificou taxa de regeneragéo do nervo
vago, em cultura, da ordem de 1,4 mm por dia. Entretanto,
NANOBASHVILI et al., (1994) observaram degeneragdo de fibras
vagais, 6 meses apos vagotomia truncular em ratos.

As alteragdes na inervagdo esofagica em diabéticos parecem
ocorrer em axdnios de fibras parassimpaticas extrinsecas e
intrinsecas ao esdfago, sendo que as maiores mudangas s&o
verificadas nas células de Schwann (SMITH, 1974). A rede
nervosa intrinseca do eséfago também ¢é afetada em patologias
como a doencga de Chagas e a acalasia (WYNGAARDEN &
SMITH, 1986). Pacientes com 3 anos de diabetes tratados com
insulina apresentavam, na porgdo inferior da parede do esdfago,
pequeno numero de fibras com desmielinizagdo segmental ¢ um
grande numero de fibras mostrando degeneragdo Walleriana. Fo1
descrito também, irregularidade no calibre das fibras nervosas e
presenca de células ndo neuronais (linfoécitos) nos génglios
nervosos, bem como, dilatagio dos mesmos (SMITH,1974).

Em estudos histoquimicos e de microscopia eletrénica em
cies denervados orénica ¢ seletivamente von HERWIG et al.,
(1982) mostraram que a maioria das fibras apresentavam
degeneragdio, perineurite, além de inflamagdo do génglio

intrapancreatico.
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A técnica cirirgica empregada no presente trabalho foi eficaz
na produ¢do da vagotomia conforme atestaram os resultados
morfolégicos. O exame sob microscopio cirrgico mostrou uma
solugdo de continuidade da estrutura normal entre os cotos do
nervo vago apos o tempo de sobrevida considerados. As reages de
imunoperoxidase mostraram que, mesmo nos locais onde havia se
formado um tecido fibroso unindo os cotos dos mnervos
previamente seccionados, os ax6nios que eventualmente
regeneraram deram lugar a um neuroma e ndo chegaram a atingir o
coto caudal (figuras 4, 5 e 6). Invariavelmente, a imunoreatividade
para neurofilamentos foi negativa no coto caudal em todos os
animais estudados. Esta por¢do do nervo estava ocupada por um
grande nimero de células de Schwann e fibroblastos (figura 7).

As etapas iniciais no processo de indugdo da secregdo de
insulina pela glicose consistem no reconhecimento da glicose e
consequente diminui¢do na permeabilidade ao KT (ATWATER et
al, 1984, DAWSON et al., 1985), que leva a despolarizagdo da
membrana plasmatica e 4 subsequente ativagdio dos canais de Ca2*
sensiveis & voltagem, ao aumento transitério de Ca2* citosélico e
a ativagdo do sistema efetor que controla o acesso dos grianulos
secretorios aos sitios de exocitose (MALAISSE et al, 1984,
HENQUIN & MEISSNER, 1984, BOSCHERO et al, 1984,
ATWATER et al,, 1989). A glicose, o mais potente segretagogo da
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insulina, promove a diminui¢do do efluxo de K* de ilhotas de
Langerhans isoladas e perfundidas (SEHLIN & TALJEDAL, 1975,
BOSCHERO & MALAISSE, 1977, HENQUIN, 1978,
BOSCHERO & MALAISSE, 1979). A concentragdo de glicose
necesséaria para promover 50% da diminui¢do estd em torno de 3
mM (HENQUIN, 1978). A despolarizagdo da célula B esta
associada ao aumento na resisténcia oferecida pela membrana a
entrada de corrente elétrica que é o equivalente a diminuigéo da
permeabilidade ao Kt como estudado através de medidas de fluxo
unidirecional (ATWATER et al, 1978 b; HENQUIN, 1978,
ATWATER ef al., 1982, GONCALVES et al., 1986 a). O aumento
na concentragdo de glicose é seguido por uma diminui¢do na razdo
do efluxo de 86Rb* das ilhotas perfundidas. Esta mudanga na
permeabilidade da célula p ao K, contribui para o padréo bifasico
da atividade elétrica e, da secre¢do de mnsulina (HENQUIN &
MEISSNER, 1984).

O mecanismo basico responsavel pela diminuigdo da
permeabilidade das células B ao K* é determinado principalmente
pelo aumento na taxa metabdlica de glicose, que aumenta a
geragdo de ions HT, aumentando a relagdo NAD(P)H / NAD(P)T e
ATP / ADP que promovem a despolarizagdo e aumentam a
resisténcia a4 entrada de corrente (MALAISSE et al, 1984). A
descoberta dos canais de K sensiveis ao ATP (COOK & HALES,
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1984) permitiu estabeler a relagdo entre o aumento da taxa
metabolica induzida pela glicose e as modificagdes da
permeabilidade da membrana ao K'. Embora o bloqueio dos
canais de KT sensiveis ao ATP ndo seja, per se, suficiente para
explicar a despolarizagdo da membrana em altas concentragdes de
glicose, as modificagdes de permeabilidades so altas o suficiente
para dar inicio ao processo de secreg¢do. Este fato fo1r comprovado
com os dados relativos ao wuso de sulfoniluréias, drogas
hipoglicemiantes usadas no tratamento do diabetes mellitus ndo
insulino-dependente (NIDDM) que atuam diretamente sobre os
canais K-ATP (STURGESS et al., 1985).

No presente trabalho, as ilhotas isoladas de ratos intactos
(grupo controle) mostraram modificagdes do efluxo do 86RbT
semelhantes aos obtidos em trabalhos anteriores de nossos
(GONCALVES et al, 1986 a; BOSCHERO et al, 1987) e de
outros grupos de pesquisa desta area (SEHLIN & TALJEDAL,
1975, HENQUIN, 1978, BOSCHERO & MALAISSE, 1979,
CROGHAN et al,, 1985, CARPINELLI & MALAISSE, 1981). Nas
ilhotas obtidas desses ratos, a introdug¢do de glicose (16,7 mM)
provocou diminuigdo na taxa de efluxo, reversivel apés sua
remogao.

Por outro lado, as ilhotas de Langerhans isoladas 15 ou 30

dias apos a vagotomia do ramo pancreatico apresentaram alteragfo
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na permeabilidade ao K em relagfo as ilhotas de ratos controle
(figura 9). A mudanga para a solugdo de glicose 16,7 mM causou
diminui¢do reversivel no efluxo de 86Rb* nas ilhotas dos grupos
de ratos controle e vagotomizados. Entretanto o valor médio de
efluxo deste periodo foi maior nas ilhotas dos ratos
vagotomizados, sugerindo uma diminui¢do de sensibilidade das
células P a glicose.

No grupo de ilhotas isoladas de ratos submetidos a
vagotomia hepatica (figura 10), 60 dias apds a cirurgia também foi
verificada diminuic¢fo reversivel na razfo do efluxo em ambos os
grupos. Embora as ilhotas tenham respondido a adigdo de glicose
com niveis maximos de inibigdo da permeabilidade ao Kt de forma
semelhante ao controle, ndo se pode afirmar com certeza que a
sensibilidade a glicose nfo esteja modificada. Nesse grupo de
ilhotas foi verificado, na condig¢&o inicial, uma tendéncia da razo
do efluxo ser menor que a do grupo controle. Como se trata de uma
primeira abordagem neste sentido, ainda ¢ dificil explicar as razGes
para tal variagfo. N&o acreditamos que o ramo hepatico possa
exercer efeito direto sobre as ilhotas. Tal diferenga poderia
decorrer de efeitos locais do ramo pancreético (integro) sobre as
ilhotas, uma vez que as aferéncias inibitdrias hepaticas sobre o
sistema nervoso central foram retiradas (NIIJIMA, 1982; LEE &
MILLER, 1985). Entretanto, ainda nfo temos evidéncias para
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explicar as causas dessa variagdo que provavelmente envolvem a
diminui¢do do nimero de canais de KT abertos na condi¢fo inicial
(glicose ausente).

Poucas informagdes sfo disponiveis acerca dos efeitos
colinérgicos sobre o movimento i6nico em células 3 pancreaticas.
Embora a carbamilcolina apresente menor estimulagio da secregdo
de insulina em ilhotas de ratos, em comparagdo & acetileolina
(GAGERMAN et al., 1978), a mesma néo ¢ degradada pela enzima
acetilcolinesterase existente nas ilhotas pancreaticas (GODFREY
& MATSCHINSKY, 1975). No grupo de ratos controle, a
carbamilcolina (100 puM) provocou aumento significativo no
efluxo de 86Rb™ em perfusdo de ilhotas isoladas (figuras 11 e 12)
corroborando as observagdes sobre seus efeitos na secregdo de
insulina (GAGERMAN et al, 1978, NENQUIN et al, 1984,
MATHIAS, 1985, PALAFOX et al, 1985, HENQUIN &
NENQUIN, 1988) e sobre a atividade elétrica de células [
(GAGERMAN et al, 1978, SANTOS & ROJAS, 1989).

Todavia, ilhotas 1soladas de ratos 60 dias apds a vagotomia
pancreatica (figura 11), mostraram aparente redugdo na
sensibilidade a carbamilcolina (100 uM). Entretanto nas ilhotas de
ratos submetidos a vagotomia hepatica (figura 12) nfo parece ter

havido alteragdo crdnica da senisibilidade das células 3 .
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Os mecanismos responsaveis pela variagdo no efluxo de
86RbT, induzido pela carbamilcolina ainda nio estdo devidamente
esclarecidos. MATHIAS er al., (1985) verificaram que o efeito da
carbamilcolina ocorre de forma dose-dependente e causa aumento
rapido no efluxo de 86Rb™, enquanto que os nutrientes
segretagogos usualmente diminuem o efluxo. Os autores
atribuiram o efeito dos agonistas colinérgicos a uma modalidade de
canais de KT dependente do Ca2t (MATHIAS et al, 1985,
BORDIN ez al, 1994).

Os agentes colinérgicos podem mobilizar Ca2* de organelas
intracelulares ndo mitocondriais através da geragdo de inositol
1,4,5-trifosfato a partir do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. BORDIN
et al. (1994) sugeriram que a ag¢do despolarizante e prolongada da
oxotremorina-m poderia refletir a ativagdo de uma corrente de K+
sensivel a liberagdo dos estoques de Ca2t de compartimentos
intracelulares.

Alguns autores atribuem o aumento no efluxo de 36Rb™ pela
carbamilcolina a redistribuicio de KT intracelular, a4 abertura de
canais de K™ sensiveis & voltagem (CARPINELLI & MATLAISSE,
1981); ou ainda a abertura de canais de KT sensiveis diretamente a
a¢do muscarinica (HENQUIN & NENQUIN, 1988). Também ¢é
possivel que haja alteragdo na permeabilidade ao Nat,

promovendo despolariza¢gdo da membrana (GONCALVES et al.,
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1994). Os resultados de HENQUIN et al. (1988) mostraram que a

acetilcolina ndo despolariza a membrana na auséncia de Na™ e, a
partir disso, sugeriram que o aumento do efluxo de 836Rb™ poderia
ser consequéncia do influxo de Na'™ e da despolarizagio da
membrana (HENQUIN er al, 1988).

O ramo pancreatico parece exercer um trofismo sobre as
ilhotas de Langerhans e em consequéncia da denervagdo da ilhota
provocar mudanea na permeabilidade da membrana aos ions K+
que, em resposta a glicose, se manifesta a partir de 15 dias de
periodo pés-operatério (GIACOMINI et al.,, 1994). Todavia, nido
realizamos a analise morfolégica das ilhotas estudadas. Porém, em
cdes denervados cronica e seletivamente, ndo foi verificada
mudanga no numero de ilhotas e na proporg¢do entre células « / f3
(HERWIG et al, 1982). Estes autores verificaram alteragdes
funcionais como a ocorréncia de insulite e reducdo na quantidade
de insulina e glucagon; e estruturais, ou seja, vasos sanguineos
intrapancreaticos dilatados, hiperémicos, fibrose vacuolar; células
acinares com degeneragdo dos vacuolos e aumento no reticulo
endoplasmatico rugoso, do numero de mitocdndrias e do complexo
de Golgi.

CAMPFIELD er al. (1984), verificaram que a vagotomia
bilateral subdiafragmatica exerceu efeitos crénicos sobre a

secregdo de insulina em ilhotas de Langerhans isoladas de ratos.
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Apds 30 dias de interrupgdo vagal bilateral o aumento da secregéo
de insulina pela acetilcolina fo1 suprimido.

Quanto a manuteng¢do da resposta normal & carbamilcolina
(100uM) nos ratos submetidos a vagotomia hepatica, pode-se
explicar pela falta de influéncia tréfica direta desse ramo sobre a
ilhota. Esse fato € confirmado pela propria anatomia da inervagéo
vagal subdiafragmatica (LEGROS & GRIFFITH, 1969). Os dados
encontrados na literatura, obtidos em experimentos realizados in
vivo, atribuem ao ramo hepatico uma fun¢do de indicador da
concentragdo de glicose ao sistema nervoso central através da
frequéncia de sua atividade aferente imnibitéria (NIIJIMA, 1969,
LEE & MILLER, 1985). Em decorréncia do protocolo realizado
(glicose 5,6mM na condi¢do inicial), ndo for possivel verificar
diferenga entre os grupos, nessa condigdo, como ocorreu na
resposta a glicose (figura 10).

Todavia, no presente trabalho, a vagotomia hepatica
provocou alteragdes no armazenamento de glicogénio hepético
nos estagios agudos e crénicos (figura 13).

Em ratos, no final do periodo absortivo (consumo de
alimento mais frequente no periodo de escuro), o glicogénio é
encontrado em grande quantidade em todos os hepatéeitos com
pequena variagdo correspondendo a um zoneamento metabdlico
(JUNGERMANN & KATZ, 1989). Considerando esse fato,

avaliamos as concentragdes de glicogénio no periodo matutino.
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O figado tem fun¢8o central na manutengdo da homeostasia
da glicose. Apds uma refeigdo, este 6rgdo capta uma quantidade
consideravel de glicose que é direcionada a sintese de glicogénio e
triglicerideos. Por outro lado, no jejum, o figado passa a liberar
glicose proveniente da glicogenolise e gliconeogénese suprindo o
organismo. A concentragdo de glicose no sangue ¢ um estimulo
primario para o organismo estimular a captagdo ou liberagéo de
glicose pelo figado. O limiar hepatico a glicose pode ser definido
como a concentragio de glicose na qual o figado assume
caracteristica que direciona a mobilizagdo de glicose (SOSKIN,
1940, apud HERS, 1976).

A redugdo da concentragdo de glicogénio hepéatico no final
do periodo absortivo, verificada nos grupos de ratos, 15 dias apds
a vagotomia hepatica ou pancreatica pode ser atribuida a
alteragdes na atividade das enzimas da cadeia glicolitica,
responsaveis pela ativagdo da glicogénio sintetase (fosfatase), ou
enzimas de conversdo de glicogénio em glicose (fosforilase e
glicose-6-fosfatase). Neste contexto, podemos sugerir que essas
alteragdes podem ter sido decorrentes do comprometimento no
controle exercido pelo sistema neurovegetativo que inerva os
hepatdcitos ou ainda pelo desajuste neuroendéerino que a cirurgia
pode desencadear (XIE ef al, 1993)
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O efeito observado apés 15 dias de pds-operatério é
semelhante ao que ocorre apds a estimulagdo do nervo
esplancnico. Tem sido relatada a ocorréncia de resposta
hiperglicémica e deplegdo da reserva de glicogénio apds
estimulagdo dos nervos espldncnicos em bezerros e em outras
espécies de anmimais (para revisdo, NIIJIMA, 1986). A estimulacio
dos nervos simpéticos de coelhos causou aumento rapido nas
atividades da glicogénio fosforilase e glicose-6-fosfatase no figado,
seguido pelo aumento na concentragdo de glicose no sangue;
enquanto que, estimulagdo parassimpatica causou efeito supressor
sobre essas enzimas ¢ simultdnea ativagdo da glicogénio sintetase,
causando diminui¢éo da glicemia (SHIMAZU, 1974).

A participagdo de um mecanismo hormonal regulador das
fungdes hepaticas também ¢ essencial para que o figado atue como
glicostato (HERS, 1976). A 1nsulina participa da homeostasia
glicémica 1nibindo a glicogendlise e gliconeogénese hepatica e
estimulando a captagdo, utilizagdo e armazenamento de glicose por
outros tecidos sensiveis a insulina, tais como, musculo e tecido
adiposo. Em contrapartida, quando a insulina é injetada num
animal, causa redugdo na glicemia, que apés um periodo, inicia
uma ntensa glicogenodlise no figado mediada pela ac¢fo dos
horménios contra-reguladores da insulina. Sabe-se que a deplegdo

de glicogénio causa ativagdo parcial da glicogénio sintetase. Por
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outro lado, a ativagdio dessa enzima ocorre poucas horas apés a
administrag@o de insulina em ratos; portanto este efeito pode ser
considerado indireto (HERS, 1976).

A intensa glicogenolise verificada nos ratos submetidos a
denervagdo hepatica pode ser comprovada pelos resultados de
LAUTT & WONG (1978) que mostram aumento da deposi¢do de
glicogénio ap6s estimulagdo da inervagdo hepatica parassimpética
em coelhos.

Segundo GARDEMANN & JUNGERMANN, (1986) os
efeitos sobre o armazenamento de glicogénio hepatico podem ser
causados, principalmente, pela a¢fo direta da inervagdo
parassimpatica e, somente em parte, mediada pela estimulagio da
secregdo de insulina ou aumento da secregdo de glucagon.

Sob condi¢des normais, a insulina e os nervos hepaticos
parassimpaticos  atuam  sinergicamente  promovendo o
armazenamento hepatico de glicose e, atuando como antagonistas
dos efeitos do glucagon (GARDERMANN & JUNGERMANN,
1986). A 1insulina per se, promove a ativagio da glicogénio
sintetase de maneira muito mais lenta do que na presenga de
agonistas colinérgicos (SHIMAZU, 1974). Com isso podemos
supor que, mesmo apos a retirada da aferéncia inibitéria do ramo
hepatico sobre o sistema nervoso central (NIIJIMA, 1982, LEE &
MILLER, 1985), a insulina nio foi eficiente em promover a sintese

e armazenamento de glicogénio hepatico no periodo pés-absortivo.
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Considerando o smergismo entre os nervos hepaticos
parassimpaticos e a  1insulina (GARDERMANN &
JUNGERMANN, 1986), podemos atribuir a redugio na
concentragdo de glicogénio hepético verificada 15 dias apds a
denervagdo pancreatica a uma provavel diminui¢do da secrecio de
insulina como resposta a denervagdo das células . LAUTT &
WONG, (1978) mostraram que a diminui¢do da liberagdo de
glicose e aumento da sintese de glicogénio em figados isolados e
perfundidos ndo ocorreu na auséncia da isulina. Nesses
experimentos, a acetilcolina mas néo a carbamilcolina produziu
esses efeitos.

Apos 60 dias de cirurgia os valores obtidos nos dois grupos
de ratos vagotomizados diferiram entre si e em relagdo ao grupo
controle. A concentragdo de glicogénio hepatico, observada 60
dias apdés a vagotomia hepatica permaneceu reduzida indicando
que a auséncia da mnervagdo vagal alterou o armazenamento de
glicogénio hepatico.

O efeito observado ap6s a vagotomia hepética parece com o
que se observa nos estagios iniciais do diabetes ndo dependente de
mnsulina (NIDDM), onde o maior problema estd na perda da
capacidade da insulina em promover a captagdo hepéatica de
glicose e posterior sintese de glicogénio (DEFRONZO et al,

1992). Muitos autores atribuem a hiperglicemia encontrada em
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individuos portadores de NIDDM 4 intensa gliconeogénese, ou
seja, produgéo de glicose a partir dos precursores lactato e piruvato
(WOLLEN & BAILEY, 1988; DEFRONZO et al, 1992). A
administragdo de agentes antihiperglicemiantes (Metformina) que
atuam na absor¢do mtestinal de glicose, reduzindo sua captagio e
suprimindo a gliconeogénese tém sido indicados no tratamento de
NIDDM (WOLLEN & BAILEY, 1988). A metformina também
apresenta sinergismo com a insulina (WOLLEN & BAILEY, 1988)
e aumenta o armazenamento de glicogénio hepatico de ratos
normais e diabéticos (da SILVA & GONCALVES, 1994).

A concentragdo de glicogénio hepatico verificada 60 dias
apds a vagotomia pancreatica apresentou-se maior que os valores
obtidos de ratos hepatovagotomizados e de ratos controle.
Podemos sugerir que o retorno a valores normais do teor de
glicogénio hepatico, em fungfio do tempo (60 dias), pode ser
explicado pela possivel utilizag&o de outros mecanismos (neurais
e/ou endberinos) para o ajuste a um novo padrdo metabdlico.

A partir da secgdo dos ramos pancreatico e hepatico pode
haver predominéncia da inervagfo simpética no péncreas e no
figado, respectivamente. Dessa forma, pode-se sugerir um efeito
dessa inervag@o sobre as células das ilhotas e sobre o figado,
resultando no aumento da glicogendlise e gliconeogénese. A

estimulagido dos nervos espldncnicos no péincreas causou secregdo
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de glucagon em gatos, cles e bezerros (BLOOM et al., 1975;
ESTERHUIZEN & HOWELL, 1970, KANETO et al, 1975).
EDWARDS & SILVER, (1970) verificaram deplegdo de glicogénio
hepatico e aumento da comncentragdo plasmatica de glicose,
rapidamente apos a estimulagdo dos nervos espléncnicos.

Nossos dados estdio de acordo com os obtidos por
SHIMAZU, (1974) que mostrou que a estimulagdo do ramo
hepatico vagal ativou a glicogénio sintetase e sugeriu que a
denervagdo poderia comprometer a atividade desta enzima.

No NIDDM, o aumento da produgéo hepatica de glicose foi
intimamente correlacionado ao grau de hiperglicemia no jejum.
Estes resultados indicaram que em individuos NIDDM a excessiva
saida de glicose hepatica ¢ um importante fator para o
desenvolvimento de hiperglicemia no jejum (DEFRONZO et al.,
1992).

No estado pés-absortivo a concentragdo plamatica de
insulina foi 2 a 3 vezes maior em individuos diabéticos. Pelo fato
da hiperinsulinemia ser um poderoso inibidor da saida de glicose
hepatica, é evidente que a resisténcia a insulina esteja presente no
estado pds-absortivo de diabéticos e, assim contribuindo para a
saida excessiva da glicose hepatica (DEFRONZO et al.,, 1992).

Os resultados obtidos a partir do teste de tolerdncia a insulina

realizados em ratos vagotomizados divergiram dos dados de XIE ef
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al., (1993). Estes autores demostraram resisténcia a insulina em
gatos submetidos & denervag&o do plexo nervoso hepéatico. Essa
discrepancia pode ser devida aos procedimentos empregados, pois
estes foram realizados de forma extremamente aguda ou seja,
minutos apds a vagotomia. Podemos sugerir que deve existir um
mecanismo adaptativo desenvolvido apds 15 dias de cirurgia.

Em vista do controle da glicemia estar integro nos ratos
normais, a remog¢do da glicose atingiu o valor maximo de
decaimento (50,24 mg/100ml) aos 15 minutos. Este valor
correspondeu a 44,9 % de remogdo em relagdo ao valor inicial.
Quanto ao grupo de ratos vagotomizados, foi observado que 50%
da remogdo da glicose ocorreur nos minutos 10 (ramo hepatico) e
11 (ramo pancreéatico). Embora tenha sido verificado um aumento
na velocidade de remog¢do de glicose nos ratos vagotomizados em
relagdo ao grupo controle, é conveniente salientar que os valores
iniciais de glicemia também foram maiores. Essa glicemia inicial
aumentada pode ser atribuida a uma diminui¢do da secre¢do de
insulina, consequentemente, as células-alvo na periferia estariam
mais sensiveis a insulina.

No presente trabalho, a falta da dosagem de insulina tanto in
vitro quanto in vivo dificultou a analise mais clara dos resultados
apresentados. A avaliagéio desse pardmetro deve ser realizada para

elucidar algumas questdes que permaneceram obscuras.



6. CONCLUSOES
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Os dados aqui apresentados sugerem que a vagotomia do
ramo pancreatico pode, a longo prazo afetar a sensibilidade da
célula B a glicose ¢ aos agonistas colinérgicos, alterando a
permeabilidade 16nica ao K¥. Nossos resultados sugerem que a
inervagdo parassimpatica exerce um efeito tréfico sobre as ilhotas
de Langerhans, alterando a sensibilidade a glicose e a
carbamilcolina. Essas alteragdes podem ter papel importante na
secregdo de insulina em diabéticos em estagios iniciais com
comprometimento da mervagdio parassimpatica.

Por outro lado, a denervagao hepética sobre a permeabilidade
i6nica ao K das células [} pancredticas em resposta & glicose nfo
foram devidamente esclarecidos. A resposta a carbamilcolina
(100uM) fo1 verificado que esta nfo ¢ alterada pela denervagio
hepatica.

Entretanto, o ramo hepéatico participa na regulagdo dos
eventos que determinam a mobilizagdo de glicogénio, diminuindo
as reservas hepaticas nos estagios agudos e crénicos.

O teste de tolerdncia a insulina demonstrou que os ratos
vagotomizados apresentam  altos valores de glicemia e
sensibilidade periférica a insulina maior que ratos controle. Esse

fato pode ser atribuido a uma deficiéncia na secre¢do de insulina.
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7. RESUMO



O sistema nervosc parassimpético estd envolvido na
modulagdo da secrecdo de insulina e no metabolismo de
carboidratos no figado € em outros tecidos. O presente trabalho
teve como objetivo estudar os efeitos agudos e crdnicos da
vagotomia subdiafragmatica seletiva sobre a sensibilidade das
ilhotas de Langerhans aos segretagogos (glicose e carbamilcolina)
in vitro, sobre a sensibilidade a insulina in vivo e sobre o
armazenamento de glicogénio hepatico. Os ratos foram
anestesiados, submetidos a4 wvagotomia nos ramos hepatico e
parncreatico e, apds 15, 30 e 60 dias foram utilizados nos
protocolos descritos a seguir. Para estudar os efeitos da vagotomia
sobre a sensibilidade das ilhotas destes ratos, essas foram isoladas
por colagenase, incubadas com 86RbT (substituto do 42K*) e
perfundidas para medir a taxa de efluxo como estitnativa da
permeabilidade ao K+ (PK). Ilhotas isoladas de ratos
vagotomizados do ramo pancreético (15 ¢ 30 dias) apresentaram
alteragdo na sensibilidade a glicose (16,7mM) e a carbamilcolina
(CCh 100uM). A PK foi reduzida na presenga de glicose em
ilhotas de ratos controle ( 1,95% min-1) e de ratos vagotomizados
do ramo pancredatico (2,51 % min-1 e 2,43% min-1 apds 15 € 30
dias, respectivamente) embora em menor intensidade nos ultimos,
Embora, a PK tenha sido mibida nas ilhotas de ratos submetidos a

vagotomia hepatica ao mesmo nivel que nas ilhotas de ratos
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controle, durante a condigdo inicial (glicose ausente), a PK nos
ratos vagotomizados foi menor que no controle. A CCh (100uM)
ndo aumentou PK na presenca de glicose (5,6mM) nas ilhotas
isoladas de ratos submetidos & vagotomia pancreatica. Entretanto,
nas ilhotas isoladas de ratos vagotomizados no ramo hepatico, a
CCh 100pM aumentou o efluxo de forma semelhante ao verificado
nas ilhotas de rato controle.

A vagotomia também alterou o armazenamento de glicogénio
hepatico. Apds a vagotomia hepatica (15 e 60 dias) a concentragdo
de glicogénio hepético foi reduzida. Todavia ratos submetidos a
vagotomia pancreatica exibiram diminuigdo na reserva hepatica no
periodo agudo (15 dias) enquanto que no periodo erdénico (60
dias), ocorreu aumento dessa concentragio.

O teste de tolerdncia a insulina mostrou diferenga
significativa entre os valores iniciais de glicemia nos ratos
vagotomizados (114,31 3,11 ramo hepatico e 138,23% 7,81 ramo
pancreatico) em relagdo ao grupo controle (91,17%5,19). A
administrag¢do de msulina 1.p. induziu uma rapida remogdo da
glicose (50% de remogdo nos minutos 10 e 11) nos ratos
vagotomizados dos ramos hepatico e pancreatico, respectivamente.
Os dados obtidos nesse teste indicaram que os ratos
vagotomizados sdo mais sensiveis a insulina. Este resultado ¢é
compativel com o baixo padr&o de secrecio de insulina relatado
por outros autores.

Nossos resultados sugerem um efeito tréfico da inervagdo
vagal pancreatica sobre as ilhotas de Langerhans, especialmente

sobre as células f3.



8. SUMMARY
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ACUTE AND CHRONIC EFFECTS OF SELECTIVE
SUBDIAPHRAGMATIC VAGOTOMY ON K+ PERMEABILITY
OF ISLETS OF LANGERHANS, HEPATIC GLYCOGEN
STORAGE AND GLYCEMIC RESPONSE TO INSULIN IN RATS

Parasympathetic nervous system 1is involved in the
modulation of insulin secretion and in the balance of carbohydrate
metabolism 1n liver and other tissues. This work was carried out to
study the short and long time effects of selective subdiaphragmatic
vagotomy on events related to glycemic control: "in vitro"
sensitivity of islets of Langerhans to glucose and carbamylcholine
and "in vivo" sensitivity to insulin and hepatic glycogen storage.
The rats was anesthetized and hepatic or pancreatic vagotomy was
performed. After 15, 30 or 60 days of recovery, rats was submutted
to experimental protocols as described bellow. Studies of the
effects of vagotomy on the K+ permeability (PK) was conducted
on collagenase isolated islets of Langerhans using 86Rb+ as a
substitute for 42K+ The islets isolated from pancreatic
vagotomized rats (15 and 30 days) had their sensitivity to glucose
(16,7mM) and carbamylcholine (CCh) (100uM) altered. The PK
was reduced by glucose (16,7mM), but in a lesser extent that in the
control islets (2,51 % min-1 15 days, 2,43% min-l 30 days,
1,95% min-1 control). On the other hand, CCh (100uM) did not
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increased the PK in the presence of glucose (5,6 mM) as were seen
in the islets for control group. However, in the hepatic
vagotomized rats, CCh increased PK. As for the effect of glucose
(16,7 mM) the data is conflicting. Although PK was inhibited by
glucose (16,7 mM) to the same level as seen in the control, during
the initial condition (i.e, no glucose) the PK of the vagotomized
islets was lesser than the control. These results suggest that the
vagotomy of the pancreatic branch alters the sensitivity of the 1slets
to glucose and CCh.

Vagotomy also affected the storage of glycogen on liver.
Hepatic vagotomy (15 and 60 days) induced reduction of glycogen
storage. In the pancreatic vagotomized group the glycogen storage
was diminished 15 days after the surgery, but was increased after
60 days.

Vagotomized rats presented higher initial gluccse (114,31
+3,11 mg/100mg in hepatic and 138,23%7,81 mg/100mg m
pancreatic) than control group. Exogenous 1.p. insulin mduced a
fast removal of glucose from plasma (50% concentration) at the 10
and 11 min for hepatic and pancreatic, respectively. The
vagotomized rats showed a high glucose removal rate, indicative of
high sensitivity to insulin. This is compatible to a low insulin
secretion pattern as reported by other authors.

Taken together, these results suggest that the pancreatic vagal
innervation exerts a trophic effect on the pancreatic islets,

especially to the 3 cell.
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