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RESUMO E CONCLUSOES
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I. INTRODUCAO

O mecanismo de secrec¢ao de insulina tem sido
melhor compreendido a partir do desenvolvimento por YALOW
e BERSON (1960) de um método para dosagem de insulina por
meio do radioimunoensaio (RIE). Além deste método, prepara-
¢goes "in vitro" de pancreas total (GRODSKI e BENNETT, 1963 e

CURRY, BENNETT e GRODSKI, 1968) ou de ilhotas isoladas por

microdéssecgéo (HELIERSTRﬁM, 1964) ou por colagenase (MOSKA-
LEWSKY, 1965 e LACY e KOSTIANOWSKY, 1967} e incubadas em con
dicBes estatica (MALAISSE, MALAISSE-LAGAE e KING, 1968), di-
namica (LACY, WALKER e FINK, 1972) ou ainda, mantidas em cul
tura (LAMBERT, JUNOD, STANFFACHER, JEANRENAUD e RENCLD; 1969 )
em muito contribuiram para o melhor entendimento do referido
mecanismo. Recentemente, ampla revisao a respeito das wvanta
gens e limitacoes das técnicas que usam pancreas  endbcrino
"in vitro" foram feitas por HEDESKOV (1980).

A secrecdo de insulina pode ser desencadeada
por inlmeras substadncias tais como carbohidréﬁos { glicose ,
manose, N-acetilglicosamina, inosina, giiceraldeiéc, diidro-
xiacetona, glicosamina), aminoacidos (arginina, leucina, 1i
sina, fenilalanina) acidos graxos e outras, sendc a glicose,
o estimulo fisioldgico de preferéncia para muitas  espécies
animais. Existem ainda compostos capazes de aumentar a res-
posta secretdria induzida pelas substancias acima citadas ,

mas que Per se nao conseguem estimular a secrec¢ao de insu

lina. Dentre estas, as mais estudadas sao as metilxantinas e



o proprio 3', 5' - AMP ciclico (TURTLE, LITTLETON e KIP-
‘NIS, 1967; MAC DANIEL, WEAWER, ROTH, FINK,. SWANSON e LA-
CI, 1977 e CERASI; EFENDIC, THORNQUIST e LUFT, 1979).
Recentemente, MALAISSE (1978) ordenou os e-
ventos fisioldgicos mais importantes na célula beta que cul
mina com a secregao de insulina. Inicialmente, i; a gli-
cose deve ser reconhecida pela célula, provavélmente pelo

sistema enzimatico responsavel pela glicdlise; ii; ser meta

bolizada, gerando alteragoes no estado redox da célula

beta; o que induz; iii; alteragao das permeabi-

lidades aoﬁwK+ e Ca2+ na membrana, e consequentemen-
2+

te; iiii; e o acumulo intracelular de Ca e finalmente ;
iiiii; a ativacao por este ion do sistema efetor, conmposto
pela membrana celular, microtibulos e microfilamentos, res-
ponsavel pela extrusao dos granulos qﬁ@ contém insulina.

GRODSKI, LANDAHL, CURRY e LAMBERT (1970) ob
servaram uma resposta bifasica na secrecgao de insulina quan-—
do induzida pela glicose. Com intuito de explicar a procedén
cia desse fenémeno, RANDLE e HALES (1972) propuseram um mode
lo de dois compartimentos para a insulina estocada na célu-
la beta. Um, localizado proximo & membrana com tamanho redu-
zido, gue seria liberado rapidamente, engquanto que o outro,
mais interno, com grandes dimensoes e de mobilizacao mais
lenta.

LACY (1970), sugere que os granulos de insu-
lina alinhados ao longo dos microtibulos poderiam ser res-

ponsaveis pela primeira fase de secregao enquanto que, a se

gunda fase seria consequéncia da liberacao mais tardia de



granulos livres no citoplasma. MALAISSE, VAN OBBERGHEN, DE
VIS, SOMERS, RAVAZZOLA (1974) por outro lado, sugerem que
a primeira fase seria consequéncia da liberacdo dos granu-
los contidos na réde de microfilamentos, localizada na peri
feria da célula, enguanto que os granulos alinhados ao lon
go dos microtibulos seriam responsiveis pela segunda fase.
Mais recentemente, WOLLHEIM, KIKUCHI, RENOLD, SHARP (1978) ,
KIKUCHI, WOLLHEIM. CUENDET, RENOLD e SHARP (1978) e KIRKU-
CHI, WOLLHEIM, SIEGEL, RENOLD e SHARP (1979), reuniram evi
déncias de que o padrao bifisico da resposta secretbéria se
ria reflexo de uma alteragac da concentragac citosdlica de
calcio. Segundo estes autores, a primeira fase da liberacao
seria mais influenciada por cdlcio,ja existente no interior
da cé€lula, o qual seria mobilizado pela glicose de duas ma-
neiras distintas. Uma pela reducdo do efluxo de cilcio e ou
tra pela liberagao deste cdtion de compartimentos intracelu
lares. A segunda fase da secrecao dependeria  também do
Ca2+ intracelular, mas seria complementada por uma quantidgl
de importante de Ca++ ptbveniente do meio extracelular.
Como a primeira fase de secrecao & efémera,
fica patente a necessidade da concorréncia de Ca2+ extrace-
lular para a liberagao de quantidades significativas de in-
sulina. A propdsito, ficou bem estabelecido que a libera~
cao de insulina induzida pela glicose (e também por outros
secretagogos) requer a presenca de cidlcio extracelular
(GRODSKY e BENNETT, 1966; MILNER e HALES, 1967; CURRY et
alii 1968; LAMBERT et glit i969; HELIMAM, 1978 e SOMERS ’

DEVIS e MALATISSE, 1979 e outros). HELLMAN {(1976) e DEVIS p



SOMERS e MALAISSE (1977) observaram gque wnimmxmenuﬁr&ﬁdo na
concentragao do calcio no meio nutritivo, estimuloﬁ a secre
cao de insulina, mesmo na auséncia de glicose, © que confir-
mou difinitivamente a dependéncia deste fon no meio extrace
lular.

Em estudos realizados com ilhotas isocladas
e incubadas com 45Ca2+, na presenga de diversas concentra-
goes de glicose, MALAISSE-LAGAE e MALAISSE (1971) observaram‘
um aumento da incorporagao do isdtopo, evidenciando-se uma
nitida relagao sigmoidal entre a captagao de ca concen~
tragoes crescentes de glicose, semelhante ao padrao bifdsico
registrado da secregao de insulina diante de diferentes con
centracoes de glicose. WOLLHEIM, KIKUCHI, RENOLD e SHARP
(1978) observaram que o aumento da concentracgao de glicose
no meio nutritivo estimulou significantemente o influxo de
45Ca2+ nas ilhotas isoladas logo apds a sua aplicagao sendo es
tes resultados +tambem observados por HELLMAN, SEHLIN e
TALJEDAL (1971); NABER, MCDANIEL e LACY (1977) e FRANKEL ,
KROMHOUT, IMAGAWA, LANDAHL e GRODSKY, (1978).

Se por um lado €& cristalina a participacao
do cadlecio extracelular na secregao de insulina, nao se conhe
ce todos os pormenores da participacgao da glicose ( ou de
seus metabolitos) na indugao do aclimulo intracelular deste
cation na célula beta. Segundo um modelo esquemdtico compila
do por DELATTRE (1981) tendo como base os trabalhos de HEN-
QUIN (1979), ATWATER, DAWSON, RIBALET e ROJAS (1979), MALAIS

SE, SENER, HERCHUELZ e HULTON {(1979) e HERCHUELZ, THONNART ,

CARPINELLI, SENNER e MALAISSE (1980), a glicose sendo metabo



lizada aumentaria a concentracao intracelular de NAD(P)H+ ,
at e ATP. O primeiro atuaria aurentando a atividade ionoforéti-
ca do calcio a nivel da membrana e o segundo reduziria o

contratransporte de Na+/Ca2

* bem como o transporte ionoforé
tico do XK' pela membrana. A reducao da saida do k' despola~
riza a membrana‘podendo ocorrer a abertura de canais de cal
cio voltagem-dependentes. Assim, varios componentes concor-
reriam para o acﬁmulo intracelular de c&lcio tanto pela re-
dugao do efluxo como pelo aumento do influxo do referido ca
tion. O ATP forneceria a energia necessaria para o processo secretdrio.
Com respeito a agao dos potencializadores
da secrecao, por exemplo do AMPc, parece gue a mesma ocorre
devido a capacidade destas substdncias em remanejar ca?t de
compartimentos intracelulares. (WOLLHEIM, SHARP, 1981},
Sabe-se que o calcio desempenha um papel
importante, nao sb na secregao de insulina como também em

inGmercs outros parametros fisioldgicos (desnecessario enu-

mera-los a esta altura). De qualgquer forma, estas maltiplas

culatdrio, geraram interesse a respeito dos antagonistas
+2 : 3
de Ca “, que resultou no desenvolvimento de  va-
rios novos agentes farmacoldgicos atualmente anm
uso  clinico . (RAHWAN, 1979). Tais antagonistas  podem

agir de duas maneiras: impedindo a entrada de calcio extra-

. - 2+ .
celular e/ou interferindo na mobilizagao do Ca” de diferen
tes organelas intracelulares.

Estas substancias, nao necessariamente, a-

presentam estrutura semelhante sendo incluidas entre elas ,



anestésicos locais, verapamil, D-600, nifedipine, diltiazen,
suloctidil, R33711, antibidticos aminoglicosidicos e mesmo
alguns cations como lantanio cobalto e magnésio.

Quanto & agao destes antagonistas de ca®t so

bre a secregao de insulina, uma série de trabalhos tem sido
publicada nos Gltimos anos. Uma breve revisao a esse respei
to sera fornecida a sequir.

DEVIS, SOMERS, VAN OBBERGHEN, MALAISSE (1975)

e MALAISSE, DEVIS, PIPPERLERS e SOMERS (1976) observaram que

O verapamil e o D~600 inibiram de maneira dose-dependente a
secregcao de insulina em pancreas perfundido. Tal inibicao
foi inversamente proporcional & concentracao de Ca2+ no meio
de incubagao o que levou estes autores a relacionarem a agdo
inibitoria do verapamil a uma inibicao do transporte de Ca2+
a nivel de membrana. A reversibilidade desses efeitos do ve
rapamil também foi obtida com o uso de teofilina, substancia
que favorece o remanejamento de Ca2+ de organelas intracelu-
lares (SOMERS, DEVIS, VAN OBBERGHEN e MALAISSE, 1976a).
Outros antagonistas de calcio tais como dil-
tiazen, suloctidil, D-600, nifedipine e R33711.foram eficientes em
reduzir a secregao de insulina de modo semelhante ao verapa-
mil, apenas variando em térmos de poténcia de inibicdo. As-
sim, as D, 50 (Ki aparente) para a inibig¢do da secregado por
estes antagonistas fol de 16.0, 1.0, 0.s60, 0.10 e
0.01 uM respectivamente (YAMAGUCHI, AKIMOTQ, NAKAJIMA e_KIYO

MOTO, 1977), (MALAISSE, 1977), (MALAISSE e BOSCHERO, 1977),

(MALAISSE, SENER, DEVIS e SOMERS, 1976).

Quanto aos antagonistas inorganicos, MAILATSSE



DEVIS, HERCHUELZ, SENER e SOMERS (1976) registraram uma
inibigao do§e~dependente pelo Mg2+ sobre a secrecao de insu
lina induzida pela glicose. Resultados semelhantes foram-
obtidos por HENQUIN e LAMBERT (1975) usando ccbalto. Nestes
dois trabalhos, o aumento progressivo da concentracao de
Caz+ no ligquido nutritivo, reverteu de maneira dose-depen -~
dente a agdo competitiva destes dois citions com o Ca®’ por

sitios da membrana celular. Nesta altura, um registro deve

L - N ~ . .
ser feito quanto a acgao de Ba2 sobre a secrecao de insuli-

. . 2+ .
na. Dentre os cations testados a este respeito, o Ba foi

- e 2+ . ~
© unico capaz de substituir o Ca” , estimulando a secrecao
de insulina mesmo na auséncia de glicose (SOMERS, ¢t ali<,
1976b) .

Como vimos, a agao dos antagonistas organi-

. o 2+ =~ . .
cos e/ou inorganicos de Ca sobre a secrecao de insulina
"in vitro" esta bem documentada. Quanto a sua agido "in vi-

"

vo", os resultados sao mals escassos e as vézes conflitan-
tes, portanto, de dificil interpretacao.

Em todo caso, mesmo "in vivo" observou - se
gque a secregao de insulina estava inibida em estados de hi-
pocalcemia sendo a mesma normalizada gquando induzia - se o
aumento dos niveis séricos desse cation através da adminis-
tragao de borogluconato de Ca2+ (LYTTLEDIKE , WITZEL e WIPP ,
1968; WITZEL, LITTILEDIKE , 1973),de gluconolactobionato de
Ca2+ (LISH, BOLZANO, PATSH e SAILER, 1973), de vitamina D2
ou ainda pelo uso de teofilina, que sabidamente mobiliza o
Ca2+ dos compartimentces intracelulares (GEDIK, ZILELI, 1977).

Quanto a agao dos antagonistas de cilcio so

bre a secregao de insulina "in vivo", o verapamil inibe a se



crecao somente guando frente 3 sobrecarga de glicose modera-
da {(GIUGLIANO, GENTILE, VERZA, PASSARIELLO, GIANNETTI & VAR=-
RICCHIO, 1981). Por outro iado,‘usando diltiazen, YAMAGUCHI
et ali? (1979) nao observaram alteracoes dos niveis basais
de insulina nem mesmo diante de uma sobrecarga de glicose.
DE MARINIS e BARBARINO (1980), através de administracao cro-
nica de verapamil a paclientes com insulinoma, conseguiram
restébelecer a normoglicemia nestes individuos. Devemos con=-
tudo, salientar qgue o uso destes‘antagonistas certamente in-
fluenciam os padroes hemodindmicos no tecido pancreatico, o
que poderia indiretamente alterar a resposta secretdria.

Como referimos anteriormente, os antibioti-
cos aminoglicosidicos também atuam como antagonistas de Ca2f

Estes antibiOticos sao representados pelas
familias da estreptomicina (estreptomicina, diidroestreptomi
cina}, canamicina (canamicina, tobramicina, amicacina}, gen-
tamicina (gentamicina, sisomicina, metilmicina) e da neomici
na {neomicina, paromomicina) além de outros como aminosidi -
né, soframicina, etc.

Muitos estudos tem sido realizados para ob-
servar o comportamento dessas substancias. A estreptomicina,
neomicina e tobramicina, podem interferir com a atividade
miocardica, induzir blogueio da transmissao sinaptica e
transmissao em ganglios autondmicos (SWAIN, KIPLINGER e BRO-
DY, 1956; PITTINGER e ADAMSON, 1972; WELLES, EMERSON, GIBSON,
NICKANDER, OWEN e ANDERSON, 1973) e a administracao de gran-

des doses por via intrapleural ou intraperitoneal, podem pro

vocar depressao respiratdria (CORRADO, 1963).



"In vitro", o blogueio da transmissio sinap-
tica neuromuscular induzido por estes antibidticos (VITAL -
BRASIL, PRADO-FRANCESCHI, 1969%a e 1969b) bem como a inibicao
da contragao de miisculo liso (PIMENTA DE MORAES, CORRADO - ,
SUAREZ-KURTZ, 1978) foi antagonizado por aumento de Ca2+ no
meio de perfusao. Sugeriu-se que existe uma competigao entre
estes antibidticos e Ions Ca’ ' por receptores especificos a
nivel de membrana celular (PITTINGER e ADAMSON, 1972 e LO~-
DHI, WEINER e SCHACHT, 1976).

Recentemente, em nossc laboratdrio, estudos
"in vitro" com ilhotas isoladas de Langerhans, indicaram que
os antibidticos aminoglicosidicos inibem de maneira dose de
pendente a secre¢ao de insulina induzida por glicose (BOSCHE
RO, DELATTRE e SANTOS, 1981). Observou-se também que a incor
poracao de 45Ca2+ foi diminuida na presenca destes antibiodoti
208 e que o aumento da concentracao de calcioc no meio extra-
celular reverteu a agao inibitdria sobre a secrecao de insu-
lina (DELATTRE, SANTOS e BOSCHERQO, 1982).

Com base em todas estas evidencias, decidi-

mos verificar as possiveis interferéncias destes antibidti -

] . - . v £l .
cos aminoglicosidicos sobre a glicemia de ratos normais.



2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 65 ratos machos, albinos
Wistar, com 3 a 4 meses de idade, pesando entre 200 a 350
gramas, mantidos antes e durante o periodo experimental com
racao balanceada e agua ad l7bitum suplementada com o com—
plexo vitaminico Vitagold*.

Os animais foram distribuidos em grupos de

acordd ccm a Tabela I.
2.1, TRATAMENTO CRONICO - GENTAMICINA

Os animais foram distribuidos em quatro grupos
experimentais (A, B, C e D) gue receberam respectivamente ,
durante 15 dias, por via intramuscular, doses de salina,5.0,
10.0 e 50.0 mg de gentamicina** por Kg de peso/dia. As
doses focram divididas em duas aplicagoes - e ministradas
a cada 12 horas.

Todos os animais tiveram o peso e a glicosi-
ria medidos diariamente. Foram feitos controles de glicemia
de jejum, no dia imediatamente anterior ao infcio do trata-
mento e no 1592 dia do periodo experimental. Foram realiza
dos testes de tolerancia & glicose endovencso (IVGTT) no 159

dia e no 1792 os animals foram submetidos a um teste de tole-

rancia a insulina (ITT).

* : -
Laboratdrio Tortuga, Sao Paulo, SP.
*%

Laboratdorio Shering ~ RJ.
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Antibiotico

Tratamento Grupos experimentais
A Controle (salina) (7}
Gentamicina B - 5,0 mg/kg de peso/dia (?)
C 16,0 mg/kg de peso/dia (7)
D 50,0 mg/kg de peso/dia (7)
Crdnico
A Controle (salina) (4)
Tobrami cina B 50,0 mg/kg de peso/dia (4)
C 100,0 mg/kg de peso/dia (4)
D 200,0 mg/kg de peso/dia {4)
A Glicose (50,0 mg/kg/min)  (4)
Gentamicina | g _ g1icose + Gentamicina (2,0 mg/
kg/min)  (4)
Agudo
A Glicose (50,0 mg/kg/min) (5)
Gentamicina | B -~ Glicose + Gentamicina (2,0 mg/
(animais adre kg/min)  (4)
nalectomiza ~ | C - Glicose + Gentamicina + Gluco-
dos) nato de ca®t (0,063 mg/kg/min)

(4)

TABELA I - Distribuicac dos animais em grupos, sequndo o anti-

ses estao representados

zados em cada grupo.

bidtico e tipo de tratamento recebido. Em parénte -

0 numerc de animais utili-
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O IVGIT fol realizado com os ratos em je-
jum, administrando-se 1 grama de glicose* por Kg . de peso,
dissolvida em 0,5 ml de solucao fisiocldgica, por via endove
nosa. |

O ITT também foi realizado com os animais
" em jejum, administrando-se 1.0 U de insulina** por Kg de
peso, por via intraperitoneal, dissolvida em 0,5 ml de so-

lugao fisiolbgica. As amostras de sangue foram coletadas da

veia caudal aos zero, 15, 30 e 60 minutos apds a sobrecarga

de glicose e aos zero, 15, 30,45 e 60 minutos apds a  admi
nistracao de insulina, respectivamente. Durante o periodo
de coleta todas as amostras forém conservadas a 4°C. A se-
guir procedeu-se a centrifugacao das amostras sendo uma par
‘te do soro usado para a dosagem de glicose e o restante
das aliquotas sendo armazenadas para a posterior dosagem de

insulina.

Os ratos distribuidos em gquatro grupcs ( A,

B, C e D), receberam durante 30 dias, por via intramuscu-

lar, doses difrias de zero, 50.0, 100.0. e 200.0 mg de tobra-
* ok k

micina por Kg de peso. O grupo controle recebeu solu-

cao fisioldgica, nas mesmas condi¢des. Todos os animais ti

Dextrose =~Chimie Test Produtos Quimicos Ltda - Indaiatu
ha, SP.
Insulina Porcina - Eli Lilly Lab. (Indiancpolis, Ind. USA).

* Kk k
Tobramicina sulfato - cedida gentilmente pelo Dr. A. P.

Corrado - FMUSP - Ribeirao Preto, SP.

* &
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veram peso e glicosiria medidos diariamente.

No 159 e 309 dia do periodo experimental
realizou~se IVGTT e no 33¢ dia os animais foram submetidos
ao ITT, sendo as amostras de sangue coletadas e processadas

de maneira idéntica aos grupos tratados com gentamicina.
2.3. TRATAMENTO AGUDO-GENTAMICINA

Ratos normais, apés jejum de 12 horas, fo-
ram anestesiados com INOVAL* em dose de 1,0 ml/Kg de  peso
e submetidos a cirurgia para canulagao da artéria cardtida
e veia jugular, para a ooieta de amostras de sangue e infusao
de substancias - respectivamente, segundo a técnica de POPO-
VIC e POPOVIC (1960). |

As . canulas utilizadas foram feitas
com tubos de . polietileno, de 1 mm e 1,2 mm de didmetro,
para cardtida e jugular, respectivamente. Antes da cirur-

—~ .. * %
gia, as canulas foram colocadas em solucao germicida e de

pois lavadas com agua destilada e preenchidas com  soluglo
fisioldgica, sendo ocluidas numa das extremidades.

Trinta minutos apds a cirurgia, os animais
receberam solugao contendo glicose (50,0 mg/kg de peso/min)

ou glicose mais gentamicina (2,0 mg/kg de peso/min} sob in

fusao continua, durante .30 minutos, utilizando-se seringa

Inoval - Jansen (Johnson & Johnson) cedida gentilmente
pelo Dept? de Anestesiologia - HC-UNICAMP, Campinas, SP

* % .
CRI - Concentrated Rust Inhibiting Germicide.

r
4
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-k
de infusao .

As amostras de sangue foram coletas aos ze-
ro, 5, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos apds o inicio da‘ infusao
e utilizadas para a dosagem de glicose no soro.

Paralelamente, outros ratos, apOs anestesia
com éter etilico, foram submetidos a adrenalectomia bilatg
ral. Apds trés horas da cirurgia, os animais foram anestesia
dos com Inoval, recebendo sob infusio continua durante 30 mi
nutos, glicose, glicose mais gentamicina ou ainda glicose |,

gentamicina mais gluconato de Ca2+

(0,063 mg/kg de peso/min).
A quantidade de calcio utilizada permitiu elevar a concentra
Gao de cllcio sérico para valores entre 10 e 15 mg/100 ml.
As amostras de sangue foram coletadas nos tempos idénticos
aos descritos acima, para a dosagem de glicose e calcio no

80r0. A adreralectomia foi realigzada para eliminar em parte

a acao das catecolaminas durante o "stress" cirtirgico.
2.4. DOSAGEM DE GLICOSE E CA%T SERICOS

A dosaagem de glicose foi realizada pela téc
nica da Ortotoluidina (Reagente QOOWA; Doles Reagentes Quimg
cos) . Para a dosagem de cdlcio usou-se a técnica da titula -
¢ao por EDTA (Reagente para determinagoes de Calcio -~  Lab-:

test, Labtest Sistemas Diagndsticos - Ltda, MG).

* Injection Apparatus Palmer - England.

;
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2.5. DOSAGEM DE INSULINA NO SORO

Em tubos de ensaio numerados, foram coloca-
dos 100 ul de cada amostra de soro de rato para a dosagem de
insulina. Para a curva de referéncia, cblocu—se 100 ul de S0
lugac padraoc de insulina porcina nas seguintes concentracgoes,
1.0, 2.5, S.O, 10.0 e 20.0 pU de insulina por 100 ul. Além
desses tubos foram preparados os Brancos, que recebeu 200 1

de tampao veronal e o zero insulina, que recebeu 100 ul de

tampao veronal.

Em seguida; em todos os tubos de ensaio (ex—
ceto nos Brancos), adicionou-se 100ul de  anticorpe anti-insuli-
na porcina*, diluidos em tampdo veronal e misturados em agi-
tador. Apds trés horas de incubagdo 3 temperatura ambiente ,

125y Insulina** (200 a 240 uci )

foram adicionados 100 ul de

g, aproximadamente 1,2 uU/100 pl), diluidos em uma solucao
de tampao veronal. A mistura foi agitada e incubada por mais
trés hofas d temperatura ambiente.

Para a separagao das fragoes de insulina maxr
cada (livre ou ligada ao anticorpo), utilizou-se a . técnica
de precipitagac do complexo antigenc-anticorpo pela adicao
de polietilenoglicol (PEG) de acordo com as especificacoes
de DESBUQUOIS e AURBACH (1971).

- Assim, decorridas as trés horas de incubacao

apds a adigao da insulina marcada acrescentou-se aos tubos da curva de

referéncia, 100 ul de saro isento de insulina "strip" e 1,0 ml de solu

GPAIS - Anticorpp anti-insulina ((Wright); cedida gentil-
mente pelos Drs. W.J. Malaisse e A. Herchuelz - Bélgica.

i 1251~Insulina - New England Nuclear, Corp. (Boston, Mass. )

IPEN-USP, cedida gentilmente pelo Dr. Julio Kieffer; Lab.
de Carboidratos da FMUSP -~ cedida gentilmente pelo Dr. A.

A. Pupo e insulina do nosso proéprio laboratdrio.
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cao de PEG a 20% (m/v) misturando-se em agitador e centrifu-
gou-se a 800 g por 15 minutos em centrifuga nao refrigerada.
O sobrenadante foi descartado e a radiocatividade ; contida
no precipitado lida em contador gama (GAMACORD ~ AMES, Co.)f

A quantidade (total) de insulina utilizada
em cada tubo de ensaio foi avaliada pela contagem das desin
tegragées em 100 pl de insulina marcada. 0Os pontos da curva
de referéncia, branco e zero insulina, foram sempre executa-
dos em duplicatas. Para os calculos, a radiagao ( contagens
por minuto - CPM) média dos brancos foi descontada de todos
os tubos, com excegao do total. A radiacaoc de cada ponto da
curva das amostras foi referida percentualmente 3 radiacgao
média do zero insulina, resultando na relacdo B/Bo**. A curva
de referéncia foi tragada dispondo—~se B/Bo versus concentra
¢ao de insulina, ambos em escala logaritmiéa. Os valores fo-

ram expressos em ulU de insulina por 1 ml de soro.
2.6. SORO "STRIP" (Soro Isento de Insulina)

’
Foi preparado adicionando-se 1,25% (m/v) de
carvao Norit A.** ¢ 0,25% (m/v) de Dextram—’l‘?é*** a soro bovino,
agitando-se por 2 horas e centrifugando-se varias vezes até

gue O s80ro se apresentasse limpido. Armazenou-se em vidros

a -20%.

Cedido gentilmente pelo Dr. Gilberto Assungac, HC-UNICAMP .

* Relagao geralmente expressa em porcentagem, entre a raﬁ@g
atividade (cpm) do precipitado da amostra ou ponto da curva e a
radicatividade do zero insulina.

i Amend Drug Chemical, Irvington, Nj - USA.
* %k k%

Pharmacia Fine Chemical - Uppsala, Suécia.
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REAGENTES UTILIZADOS

TAMPAQO VERONAL pPH 8,6

Solucgao estoque:

Barbital sddico 29,428 g
Acetato sodico 19,428 g
H20 destilada ( g s p ) 1000 ml

Solugao para uso:

Estogue 50 ml

HC1l a 0,1 N 50 ml
NaCl 7,650 g
H,0 destilada ( g s p ) 1000 ml

Todas as solugoes no momento de uso, foram adicionadas 2%
{m/v) de albumina bovina fragéo V (Sigma Chemical Co. ’

St. Louis, Mo.)

SOLUCAOC DE PEG a 20%

PEG - 6000 ° 20 g
Tampao Veronal 100 mi

Misturar durante 30 minutos, até dissolver totalmente. Acer
tar o pH para 8,6 por adicao de NaOH a 1 N. Sua temperatura

foi reduzida para 4°¢ antes do uso.

*

PEG - 6000 cedida gentilmente pela Atlas Indlstrias Quimi

cas, SP.
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2.8. ANALISE DOS RESULTADOS

Calculo do valor de K

O valor de K & calculado pela seguinﬁe formu-~

la:

K = e a constante de desaparecimento da glicose

0,693 = 1n 2

t 1/2 = & o tempo necessario para desaparecer a metade da gli
cose sanguinea (LUNDBAEK, 1862).

Na avaliagao da significancia estatistica
usou-se o teste t de Student, admitindo-se niveis de signifi-
cancia de 5%. Todos os dados foram submetidos ao programa Me-
dia~For Del System 10, realizado nc terminal de computador

do proprio Departamento.



3. RESULTADOS

3.1. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM GENTAMICINA E TCBRAMI*
CINA SOBRE O GANHO DE PESO DE RATOS CCNTROLES E TRATA-

DOS.

A Figura I mostra o ganho de peso dos ani-
mais tratados com gentamicina durante 15 dias. Nos ratos do
grupo controle e tratados com 5 mg/kg/dia do antibiStico, hou
ve ganho de peso entre o inicio e o final do tratamento com valores
de 239,0 + 8,6 ge 274,3 + 10,3 (p < 0,0025). Os animais tratados com
10 mg/kg/dia nao apresentaram diferencas estatisticamente sig
nificativas entre o inicio e o fim do tratamento enquanto que
os animais tratadds com 50 mg/kg/dia perderam peso,com valores
de 259,3 + 3,4 e 234,6 +5,5 g (p < 0,001).

Quanto aos animals tratados com tobramicina
(Figura II) observou-se ganho significativo de peso nos ani-
mais que receberanm 50 mg/kg/dia, entre o inicio e o final do trata -
mento, com valares de 167,5 + 5,2 e 239,9 + 3,4 g (30 dias) (p < 0,001) .
Os animais tratados com 200 mg/kg/dia perderam peso, com valores de
160,3 + 5,6 e 135,9 + 3,9 g entre o infcio e 0 8¢ dia de ' tratamento.
(p < 0,001) e cs controles e tratados com 100 mg/kg/dia nao apresentaram

diferengas estatisticamente significativas.

3.2. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM GENTAMICINA OU TOBRAMI

CINA SOBRE A GLICEMIA DE JEJUM.

A Figura III mostra a evolugao da glicemia
de ratos tratados cronicamente com gentamicina. Observou-se

gue doses diarias de 5.0 e 50.0 mg/kg de peso/dia de gentami
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FIGURA I - Peso dos animais controles (A) e tratados (B,C e
D) com Gentamicina durante 15 dias. As retas fo-
ram obtidas por regressao linear com base nos va
lores experimentais verificados no inicio, 8¢ e
159 do tratamentc. (n = 7)
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FIGURA II. Peso dos animais controles (A) e tratados (B, C e
D) com Tobramicina durante 30 dias. As retas fo-
ram obtidas por regressac linear com base nos va-
lores experimentais verificados no inicio, 159 e
309 do tratamento. (n = 4).
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FIGURA III. Glicemia de jejum de ratos antes e apds 15 dias
de tratamento com Gentamicina. Os valores repre
sentam as mécias + &rro padrao.de 7 determina-
goes. As colunas em branco representam os res-
pectivos controles.

* (p < 0,005) em relagao aos controles.
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cina nao alterou a glicemia de jejum (p > 0,70), enquanto a-
queles que receberam doses de 10.0 mg/kg de peso/dia, mostra
ram diferengas estatisticamente significativas entre a. glice

mia analisada no inicio e apds 15 dias do tratamento, com va-

Il

lores de 114,0 + 3,1 (n 6) e 124,0 + 2,6 (n = 6) mg/%, res
pectivamente (p < 0,005).

Quanto aos ratos tratados com tobramicina
observou-se glicoslria e hematliria naqueles animais que re-
ceberam doses de 200,0 mg/kg de peso/dia do antibidtico. Os
ratos deste grupo morreram a partir do 72 dia do tratamento.
Entretanto, os valores de glicemia de jejum dos ratos deste
grupo (medida nc inicio e no 89 dia de tratamento) e dague-
les tratados com 50,0 e 100,0 mg/kg de peso/dia (Figura IV )

nao evidenciaram alteragoes quande comparados com a glicemia

no inicio do tratamento. (p > 0,10).

3.3. EFEITO DE UMA SOBRECARGA DE GLICOSE (IVGTT) SOBRE A
GLICEMIA DE RATOS TRATADGS COM GENTAMICINA OU TOBRAMICI

NA E INSULINEMIA DE RATOS TRATADOS COM TOBRAMICINA.

No 159 dia de tratamento com gentamicina ou
tobramicina, ©s animais foram submetidos ao IVGTT (l;O g de
glicose/kg de peso). Nao cbservou-se nenhuma alteracao nas
respostas a esta sobrecarga nos ratos tratados com 5.0, 10.0
e 50.0 mg/kg de peso/dia de gentamicina (Figura V), guando
comparados com os animais do grupos controle (p <0,50).
Quanto aos ratos tratados com tobramicina , houve di-

ferencas estatisticamente significantes apds 15 minu-
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FIGURA IV. Glicemia de jejum de retos antes e apds 30 dias
de tratamento com Tobramicina. Os valores repre
sentam as médias + erro padrao de 4 determina -

coes.
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FIGURA V,
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Efeito da Gentamicina scbre a glicemia dos arimais
submetidos ac IVGTT realizado no 159¢ dia do trata-
‘® )} grupo B ( S5my/

mento. Grupo A (controle @
kg O- - -0 ) grupo C (10 mg/kg O.vuuu.. 0) grupo
D (50 mg/kg ( 8 —. —. —. B ). Os pontos repre-
sentam as mécias + erro padrio de 7 determinacoes. Os
valores de K representam a diminuigao da taxa de
aglcar sanguineo em porcentagem por minuto. ({(LUND-
EAEK, 1962).

* (p » 0,50) em relagao ao controle.
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tos da administracao de glicose, entre o grupo controle e
os tratados com 50.0, 100.0 e 200.0 mg/kg de peso/dia ,
como mostra a Figura VI. ©Nos animais do grupo de 200 mg/
kg de tobramicina, o IVGIT foi realizado no 89 dia de trata
mento. Esta Tigura mostra ainda, os valores de K para as
curvas de glicemia obtidas durante o IVGTIT.

A anadlise da insulinemia dos animais duran
te o IVGTT (Figura VII) reﬁelou um retardo na secregao de
insulina nos ratos tratados com tobramicina em relacac aos
controles. Os valores observados apds 15 minutos da adminis
tragao da glicose, foram 69,6 + 4,8 (n = 4) e 43,2 + 5, 0
(n = 7) pU/ml e aos 60 minutos, de 42,0 + 7,2 (n = 4) e
25,0 + 3,9 (n = 10} uU/ml, para os ratos dos grupos contro
les e tratados com 100.0 mg/kg de peso/dia, respectivamente
(p< 0,005 aocs 15 e p < 0,01 aos 60 minutos).

Aos 30 dias do tratamento com tobramicina ,
foi realizado um segundo teste de tolerancia a glicose (Fi-
gura VIII). Apds 15 minutos da administracao da glicose ob-
servou~se diferengas estatisticamente significativas entre

a glicemia dos ratos do grupo controle e os ratos tratados

com 100 mg/kg de peso/dia com valores de glicemia 197,6 +
10,7 e 155,5 + 4,0 my/100 ml respectivamente (p < 0,002). Aocs 30 minu-
tos houve diferencas significativas entre a glicemia dos ani
mais tratados com 50.0 e 100.0 mg/kg de peso/dia em relacao aos
animais controles (147,5 + 5,5; 164,4 + 8,1 e 124,0 + 5,3 my/100ml
para controle, 50 e 100 mg de tobramicina, respectivamente).

(p < 0,005) e aos 60 minutos, a diferenca fol significativa en
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FIGURA VI. Efeito da Tobramicina sobre a-glicemia de ratos
submetidos ao IVGTT no 159 dia de tratamento.Os
valores representam as médias + érro padrao de
4 determinacoes.

* {p < 0,05}

** (p > 0,05) em relagac ao controle.
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FIGURA VII. Efeito da Tobramicina sobre a insulinemia de ra
tos durante o IVGTT realizado no 159 dia do tra-
tamento. Os valores representam a média + erro
padrao de 4 determinagdes.

* (p < 0,05) e
¥ (p > 0,001) em relacao aocs controles,
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FIGURA VIII. Efeito da Tobramicina sobre a glicemia dos ani-
mais submetidos ao IVGTT realizado no 309 dia do
tratamento. Os valores representam a média + er-
ro padrézo de 4 determinagoes.

* {(p <0,02) e
** (p > 0,005) em relacao aos controles
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tre os animais controles e os que receberam 50.0 mg/kg de pe

so/dia (105,4 + 1,8 e 121,0 + 1,5 mg/100 ml). (p < 0,02).

3.4. EFEITO DO TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA SOBRE A GLICE-

MIA DE RATOS TRATADOS COM GENTAMICINA E TOBRAMICINA.

No 179 (ratos tratados com gentamicina) e no
339 dia (ratos tratados com tobramicina) foram realizados
testes de tolerancia a insulina (1 U/kg de peso, IP). Pelas
Figuras IX e X nota-se que apds a administracao da insulina
houve uma acentuada hipoglicemia tantc nos ratos tratados com
gentamicina quanto naqueles com tobramicina com relagao aos
controles. Amostras de sangue coletadas aos 10, 30 e 60 minu
tos apds a injegao da infusido, dos ratos tratados com genta-
micina (com exceg¢ac do grupo de 5 mg/kg aos 30 min) revela-
ram diferengaé estatisticamente significativas (106,7 + 8,6;
74,3 + 4,3; 72,2 + 9,1 e 84,8 + 6,6 mg/100 ml aos 10 min H
83,6 + 8,3} 67,9 + 3,4; 40,6 + 3,9 59,6 + 4,7 mg/100 - mi
aos 30 min e 93,3 + 4,1; 45{§_i 3,7; 55,7 + 5,9 e 551+ 3,7
mg/100 ml aos 60 min, para controles, 5, 10 e 50 mg de genta
micina).(p < 0,05) em relacao aos tempos correspondentes da
curva glicémica dos ratos contrQles. Quanto aos tratados com
50 e 100 mg de tobramicina (com excegao da glicemia 15 minu-
tos apds a inje¢ao de insulina nos ratos tratados com 50 mg)
todos os outros pontos também revelaram diferengas estatisti
camente significativas (p < 0,05) em relagcao aos grupos con-
troles. ApSs 60 minutos da administracao de insulina, somenw

te os animais do grupo controle apresentaram valores de gli-

cemia idénticos agueles observados antes da realizacac do refe-
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FIGURA IX. Teste de Tolerdncia a insulina (lU/Kg de peso, I.
P.) realizado em ratos controles e tratados com

Gentamicina durante 17 dias. Grupo A ( controle

. ® ) Grupo B ( 5 mg/kg i) — . ,ﬁ)GrH
po C (10 mg/kg o......0) Grupo D (50 mg/KgBi---0)
As médias e os respectivos erros padroes foram

transformados em pcrcentagens, considerando-se os
valores da glicemia inicial como 100% (n = 7).
* (p < 0,01)
** (p < 0,05)
*** (p < 0,001)

*%%% (p < 0,005) em relag3o aos controles.
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FIGURA X. Teste de Tolerancia a insulina (1U /Kg de peso, I.
P.) realizado em ratos controles e tratados com
Tobramicina durante 33 dias. As médias e 0S erros
padroes foram transfcrmados em porcentagens, con-
siderando-se os valores da glicemia inicial como
1008 (n = 4).

* (p < 0,05) e

** (p < 0,02) em relagao ace controles.

UNtCAMP
BIRLIDTECA (ENTRAL
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rido teste.

3.5. EFEITO DA INFUSAO CONTINUA DE GLICOSE, GLICOSE MAIS
GENTAMICINA E GLICOSE, GENTAMICINA MAIS GLUCONATO DE
CALCIO, SOBRE A GLICEMIA DE RATOS NORMAIS OU ADRENALEC-

TOMIZADOS.

Em outra série de experimentos, ratos nor-

mais foram submetidos a uma sobrecarga de glicose (50.0 mg/

kg de peso/min, durante 30 minutos) sob infusao continua a-
companhada ou nao de gentamicina (2.0 mg/kg de peso/min) (Fi
gura XI). Os valores de K calculados foram de 3,01 e 0,73 pa
ra os ccntroles (somente glicose), infundidos ccm gentamici-
na, respectivamente (p < 0,05). Figura XI.

A Figura XII mostra a evolugao da glicemia
de ratos previamente adrenalectomizados e tratados com gli-
cose, glicose mais gentamicina e glicose mais gentamicina
mais gluconato de calcio (0,063 mg/kg de peso/min). Os valo-
res de K das curvas de IVGTT apresentadas pelos animais con-
troles, tratados com gentamicina € com gentamicina mais glu-
conato de calcio, atingiram respectivamente, 3,1; 1,96 e
3,01 sendo as diferencgas estatisticamente significativas so-
mente entre o0 grupo controle e tratados com gentamicina (p <
0,05). Os valores de calcio medidos durante a infusao de
8,8; 12,9; 14,9 e 15,0 mg/100 ml para os tempos zero, 10 ,

30 e 60 min respectivamente.
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FIGURA XT.
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Efeito da Gentamicina sobre a evolugac da glice-
mia de ratos anestesiados e infundidos com glico
se (50 mg/Kg/min), associado ou nao com Gentami-
cina (2 mg/Kg/min) por 30 minutos. Os valores re
presentam as médias + erro padrao de 4 determi-
nagoes. ,

* (p < 0,02) e

** {(p < 0,05) em relagao aos controles.
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FIGURA XII. Efeito da Gentamicina sobre a evolugao da glice-
mia de ratos anestesiados (previamente adrenalec
tomizados) e infundidos com glicose (50 mg/ Kg /
min}, glicose mais Gentamicina (2 mg/kg/min) e
ainda glicose + Gentamicina + gluconato de “Ca++
(0,063 mg/Kg/min) durante 30 minutos. Os valores
representam as médias + erro padrao de 4 determi
nagoes. A Figura mostra também a dosagem de cal-
cio, durante a infusao no grupo C.

* (p < 0,05) em relacao aos controles.



4. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo ana-
lisar as possiveis influéncias dos antibidticos aminoglico-
sidicos sobre a glicemia de ratos. Tal proposicac baseou-se

- : - 2+
no fato de que, atraves de antagonismo com ions Ca“ al-

guns desses antibidticos inibem a transmissiaoc neuromuscular

(VITAL~BRAZIL e PRADO-FRANCESCHI, 196%a-e b; PITTINGER e ADAM

SON, 1972; ALBIERO, BAMONTE, ONGINI e PARRAVICINI, 1978) ;
a contragao dos miasculos lisos (PIMENTA-DE-MORAIS et ali<,
1978) e esqueléticos (SUAREZ-KURTZ, 1974); varios parame-
tros cardiovasculares (PAYET, BKAILY, SCHANNE e CERETI ,
1980) bem como, a secrecao de insulina por ilhotas isoladas

e incubadas "in vitro" (DELATTRE, 1981; ROSCHERO, DELATTRE

e SANTOS, 1981; DELATTRE, SANTOS e BOSCHERO, 1982). Sugeriu

-se também, que as agoes nefrotdxicas e ototdxicas produzi

das "in vivo" por estes antibidticos estejam ligados ad re-

ferido antagonismo ao Ca2+ (HSU, KURTZ, EASTERLING e WELLER

(1974}); FAIRHURST e MACRI, 1975; SCHENTAG e JUSKO (1977) .

A acac dos antibifticos  aminoglicosidicos
sobre a glicemia de ratos foi abordada através de duas sé-
ries diferentes de experimentos.

a) Inicialmente, avaliou-se sua agac durante e apds o trata-
mento cronicc que constou da administraciao IM de doses
diarias de gentamicina {zero, 5, 10 e 50 mg/kg/dia, du-
rante 17 dias) ou tobramicina (zero, 50,.100 e 200 mg/
kg/dia, durante 30 dias). Essas concentra¢oes foram seme -

lhantes as utilizadas por intmeros pesquisadores (CHAN ,
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BERNER e HOEPRICH, 1972; WELLES, 1973; HSU et alii, 1974

e BENNETT, HARTNETT, GILBERT, HOUGHTON e PORTER, 1976).
b) Numa segunda etapa,anauﬁmrSél os efeitos dos antibioti
" cos aminoglicosidicos durante € apds infusao continua de
gentamicina (2 mg/kg/min, durante 30 minutos) sobre a
glicemia de ratos anestesiados e submetidos 3 uma sobre
carga de glicose (50 mg/kg/min, por igual periodo) (SHA-

BAAN, 1974).

4.1. EFEITO DO TRATAMENTO CRONICO COM GENTAMICINA OU TOBRA-

MICINA

Em relagéo aos diversos parametros analisg
dos durante o tratamento cronico com gentamicina ou £obram§
cina, observa~se pelas Fiquras I e II que o0s énimais trata-
dos ccm 10 'mg de gentamicina, em relacao ao ganho de peso ,
tiveram comportamento semelhante aos ratos do grupo contro-
le, o mesmo ocorrendo com os animais tratados com 50 e 1é0
mg de tobramicina. 0 ganho de peso apresentado pélos
ratcs tratados com 5 mg de gentamicina, em rela@éo aos ani-
mais do grupo controle, pode ser explicado pela | diferenca
de peso.entre os ‘referidos :grupos no inicio do ?eriédd de
experimentagao. As Fiquras I e II mostram também que os ani
mais tratados com 50 mg de gentamicina ou com 200 mg de to-
bramicina perderam peso durante o tratamento. Estes dados estao
de acordo com os resultados relatados por WELLES (1973) que
observou perda de peso associado a um numero grande de dbi-

tos nos ratos tratados com 160 mg de tobramicina e em caes
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tratados com 40 ng de gentamicina.

Como os . antibidticos aminoglicosidicos, sao
excretados quase qué exclusivamente por filtragdo glomerular
(CHAN, 1972; APPEL e NEU, 1977). A glicosfria e a hematiiria
observada nos animais tratados com 200 mg de tobramicina po-
dem ser consequéncia de lesdes renais provocadas por  estes
antibidticos, como observados por WELLES (1973).

A analise da glicemia de jejum, nioc eviden-
ciou alteragoes significativas (p.> 0,70) durante o tratamen
to com os referidos antibidticos, exceto no grupo que rece-
beu 10 mg de gentamicina, cuja glicemia foi de 10% superior
no final do periodo experimental. Figqura IIT. {p <7 0,05). Apenas a in -
sulinemia de jejum dos ratos tratados com 200 mg de tobramicina, apdos 8
dias, foi significativamente menor (p < 0,001) que a insuli-
nemia dos ratos controles e/ou tratados com 100 mg de. to

bramicina apds 15 dias. (Figura VII). Tais resultados indicam

que o tratamentc cronico com antibidticos aminoglicosidicos,
mesmo em doses 10 a 20 vezes mais elevadas que aguelas ti-
das comoc efetivas para o tratamenﬁb de infecc¢oes no homem
(RODRIGUEZ, BODEY, VALDIVIESO, 1975; REYMANN, BRADAC, COBBS ,
DISMUKES, 1979) nao alteram significativamente a  glicemia
de jejum dos animais. Isto vem reforgar a hipdotese de que
0 tratamento cronico com estes antibidticos, a exemplo de
outros antagonistas de cilcio (DEVIS et alif, 1975; MALAIS-
SE et alii”, 1976 a e b; YAMAGUCHI et ali7, 1977: MALAISSE
e BOSCHERO, 1977) apresentam menor poténcia de inibigéo‘ da
secregao de insulina "in vivo" do que "in vitro" (YAMAGUCHI
et alii, 1979; DE MARINIS et glii, 1980 e GIUGLIANO et aliz

1981} . Esta suposicac & reforcada pela andlise das  curvas
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de tolerancia a glicose as quais n3o evidenciaram diferen-
cas {p > 0,50) entre os fmxﬂai}gmxn controle e &mmﬂestiaéxbs
- com gentamicina (Figura V). Quanto aos tratados com tobramici -
na, observou-se um dado interessante. Apbs 15 minutos da ad
ministragao da glicose, 0s animais controles - apresentaram
glicemia significantemente maior (Figura VI) gue os ratos
tratados. Esta diferenca de glicemia é de dificil interpre-
tacao, porém, poderia ser explicada por um aumento (tempora
rio?) da perda de glicose atraves da urina, uma vez
gue 08 animais tratados com altas doses destes anti
bidticos costumam apresentar lesdes renais (WELLES, 1973).
Talvez isto explique também as diferencas entre os valores
de K nos diversos grupos analisados. Os valores de insuli-
na medidos durante o GIT, revelaram uma resposta retardada em
relacao 3 glicemiz nos animais tratados com 100 e 200 mg de
obramicina, durante ¢ mesmo periodo. Este retardo
assoclado as diferencgas nos valores de K {(Figvra VI) e-
videnciam uma resposﬁa deteriorada das células beta.

A realizagao de testes de tolerdncia 3 insu
lina, 17 dias apds o tratamento com gentamicina e 339 dias
apos o tratamento com tdbramicina revelaram hipoglicemia acen
tuada nos animais tratados com relacac aos controles ( Figqu
ra IX e X}. Tal fato, poderia ser explicadc por um aumento
da sensibilidade periféerica & insulina nos ratos tratados .
A hipotese do aumento da sensibilidade periférica (e/ou ni-
mero de receptores periféricos a insulina) apcia-se nos re

sultados de De FRONZG, HENDER e SIMONSON, 1982. Assim uma

redugao da irsulinemia basal de animais tratados, embora
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nao suficiente para alterar a glicemia de jejum, poderia ser
suficiente para induzir um aumentc da sensibilidade periféri

ca a insulina.
4.2, EFEITCQ DA ADMINISTRACKO AGUDA DE GENTAMICINA

O efeito da gentamicina sobre a glicemia de
ratos anestesiados foi também evidenciada através da infusio
continua (via I.V.), por 30 minutos, desse antibidtico(2 mg/
Kg/min) associado a administracao de glicose (50 mg/Kg/min )
por igual periodo de tempo.

Tal experimento foi desenvolvido, para permi-
tir durante alguns minutos, uma concentracio elevada de gen-
tamicina no plasma, pelo menos dez vezes maior em relagao a-
quelas indicadas na literatura (CHAN et qlii, 1972).

Através dos valores de K, observados para os
animais controles, em relacdac aos tratados com gentamicina ,
verificamos uma deterioracao da resposta 3 sobrecarga de gli
cose (Figura XI). Contudo, esta deterioragao foi menos acen
tuada quando se procedia a adrenalectomia prévia dos animais,
Estes experimentos evidenciam uma possivel inibic¢ao,induzida
pelacﬁentamicina sobre a secregao de insulina com reflexos -
nos niveis de glicose plasmitica.

A exacerbagao da deterioraciao da resposta &
sobrecarga de glicose, nos animais tratados com gentamicina
nao adrenalectomizados em relagao aos adrenalectomizados (Fi
gura XI e XII), poderia ser explicada por um aunento dos ni-

veis de catecolaminas circulantes nos primeiros, aumento es-
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te provocados pelo "stress" cirfirgico. A acao hiperglicemi-
ante das catecolaminas & bem ccnhecida, estando os nossos
resultados de acordo com o inumeros outros pesquisadores
(SHABAAN, 1974; GERICH, LORENZI, TSALIKIAN e KARAN, 1976 e
WOODSON, BEE e POTTER, 19280). Entretanto devemos 'salientar
que, embora atenuada, a piora da resposta a sobrecarga dg
glicose nos animais adrenalectomizados e tratados com genta
micina & patente, o que afasta a possibilidade do efeito ser
exclusivamente devido a secrecac aumentada de catecolaminas
A observagao de que 0s animais adrenalectomizados e trata -
dos com gentamicina apresentaram curva glicémica semelhan-
te aos controles apds o aumento da concentrac¢ao sérica de
ca®? , (Figura XI1), comprova definitivamente a existéncia de um antago
nismo entre os antuﬁﬁtiaj; aminoglicosidicos e os referidos
ions a nivel de membrana plasmatica das células betas, como
observados "in vitro" (BOSCHERO et alii 1981; DELATTRE et
alii, 1981).

Embora os niveis séricos de Ca2+, nos ani-
mais tratados e controles que nao receberam infusao  deste
ion, estivessem normais, este antagonismo entre os antibio-
ticos e © Ca++ a nivel de membrana, simula uma hipocal-
cemia. Alias LITTLEDIKE et alii (1968) e W’ITZEL e LITTLE-
DIKE, (1978} observaram uma resposta deteriorada a uma so-
brecarga de glicose em animais hipocalcémicos, resposta es
ta corrigida quando os niveis de ca’t sérico foram eleva-
dos até os valores normais. Dando suporte a idéia de que a

resposta normal a uma sobrecarga de glicose depende de um ni-

vel critico de Ca2+ circulante, KEATING e SETHI (1977) cha-
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maram a atengao para o fato de gque disfuncoes no controle

dos niweis de Ca2+

» Pode as vezes induzir erros na avaliagcao  desses
.testes., Assim individuos apresentando hipocaiéemia pode-
riam ser enquadrados como pré-diab&ticos ou mesmo diabéti -
cos.

Finalizando, estes resultados confirmam ex-—
perimentos "in vitro" (com ilhotas isoladas) de que os anti
bidticos aminoglicosidicecs podem inibir também "in vivo" a
secregcao de insulina e consequentemente detericrar a respos
ta a uma sobrecarga de glicose. Tudo indica que esta inibi
¢ao se manifesta através de competicio com os ions Ca''  a
nivel de membrana plasmatica das cdlulas beta. Entretanto ,
a exemplo de outros antagonistas de Ca++ (vérapamil e dil-
tiazem ) a agao inibidora desses antibidticos em termo  de
secregao de insulina, & muito menor "in vivo" do que " in

vitro".



5. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo anali
zar as possiveis influéncias dos antibidticos aminoglicosidi
cos gentamicina e tobramicina sobre a glicemia de ratos nor=-
mais.

Basicamente dois protocolos experimentais fo
ram desenvolvidos:

a) tratamento cronico com gentamicina (zero, 5, 10 e 50 mg/
kg/dia) e com tobramicina (zero, 50, 100 e 200 mg/kag/dia)
durante 17 e 33 dias respectivamente;

b) tratamento agudo com gentamicina, gque constou da irnfusao
continua do referido antibidtico (2 mg/kg/min) em associa
¢ao com glicose (50 mg/kg/min) asscciadc ou nio 3 admi-
nistracaoc de gluconato de.célcio (0,063 mg/kg/min) por
periodo equivalente.

Os animais tratados com 50 mg de gentamicina
perderam peso durante o periodo de experimentagao. Alteracdo
da glicemia de jejum somente foram observadas nagueles gue
receberam 10 mg de entamicina, embora nenhuma alteracido da
resposta a sobrecarga de glicose em relagao aos controles ,
tenha sido observada.

Nos ra£os tratados cronicamente com 200 meg
de tobramicina observou-se hematiiria e glicoslria bem como
alteracoes de insulinemia de jejum, associadas a perda de pe

s e morte dos animais.

A resposta a sobrecarga de glicose esteve de
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teriorada em todos os grupos tratados com tobramicina.

Todos os animais tratados com gentamicina ou
tobramicina, apresentaram maior sensibilidade a um teste de
tolerancia & insulina, evidenciado por hipoglicemias mais
acentuadas e prolongadas em relagaoc aos controles.

Nos experimentcs agudos, com infusao conti-
nua de glicose, glicose mais gentamicina ou glicose mais en
tamicina mais gluconato de calcio, evidenciou-se gue: 1) ra-
tos nao adrenalectomizados e infundidos com gentamicina apre
sentaram resposta mais deteriorada a sobrecarga de glicose
em relagao aos tratados e adrenalectomizados, ii) o aumento
da ccncentracao de ca’" no plasma resultou numa melhora sen
sivel da resposta & sobrecarga de glicose nos animais trata -
dos com gentamicina.

Os resultados obtidos permite-nos concluir
que, a exemplo, dagueles "in vitro":

a) gentamicina e tobramicina inibem tamb®&m "in vivo" a secﬁg
cao de insulina;

b) a inibigic observada parece ser através de competi¢ao com
fons Ca'’ a nivel de membrana plasmatica;

¢) a inibigac "in vivo" induzida pelos antibidticos apresen
tam menor poténcia quando comparados com aqueles observa

dos "in vitro" utilizando-se jilhotas isoladas.
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