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O presente nada contém iaiém do passado, e o
gue é encontrado no efeito ja existia na causa.
: (Henri Bergson)

O tempo é a infinita equag3o, que no presente
soluciona as incognitas do futuro,
e cujo produto é o passado.

' (E.D. 7/5/78)
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ABREVIATURAS, SiMBOLOS E SIMPLIFICAQGES

ad fibitum A vontade.

ANOVA Analise de variancia.

aprox. Aproximadamente.

apud Em; junto a.

drea G 0 Area integrada sob a curva do eﬂuxu fracional de *Rb,

entre 0 42° e 0 60° minuto de perfusée;, por Krebs
desprovido de glicose ou drea integrééda sob a curva do
efluxo fracional de *Ca, entre 0 31° eo 44° minuto de
perfusao, por Krebs desprovido de gli;:ose.

drea G 5,6 Area integrada sob a curva do efiuxoffracional de *Rb,
entre 0 22° e o 40° minuto de perfusééz, por Krebs
contendo glicose (5,6 mM).

drea G 8,3 Area integrada sobre a curva do aﬂu:%o fracional de
®Rb, entre 0 42° e 0 60° minuto de peéérfuséo, por Krebs
contendo glicose (8,3 mM).

area @ 16,7 Area integrada sob a curva do efluxo é‘racionai de *Ca,
entre o 46° e o0 58° minuto de parfasécé, por Krebs
contendo glicose (16,7 mM).

B Indica (Fig. 8) o valor percentual méxi{mo da secre¢ao de

insulina.
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1. INTRODUGAO

1.1. RITMICIDADE DA NATUREZA VIVA

Ritmicidade é um fenémeno associado com o reino dos seres vivos em
geral, sendo encontrada em todos os niveis de organizagéo, de$de simples células
(ou organismos unicelulares), tecidos e érgéos, até animais’ por; inteiro (MINORS &

WATERHOUSE, 1986'%),

%

Ritmo é a organizagdo de um fendmeno no tempo. E freqiientemente,
descrito por seu periodo, média ou nivel, amplitude e fasé (WETTERBERG,

19947%).

Os ritmos biolégicos s&éo importantes para a saﬂée e bem estar do
organismo, por duas razdes. Primeiro, por permitirem tempcérizagéo 6tima das
atividades bioldgicas, no contexto dos ciclos geofisicos ambientéais. Eles capacitam
o organismo a antecipar eventos periédicos em seu ambiente, poédendo assim iniciar
processos de desenvolvimento lento. Segundo, por proverem um arcaboucgo para a
organizagao temporal da fisiologia e do comportamento, contri!%_)uindo desse modo

para a manutengdo de um meio interno equilibrado (WOLLNIK, 1989%%

). Assim,
uma relaggdo de fase estdvel, entre o0s diversos ritrrios fisiologicos e

comportamentais, leva & constituicdo de uma ordem temporal iré'ltema, que parece

' N. do A. Ritmicidade ocorre, iguaimente, no reino vegetal e nos demais seres vivos.



ser condicdo de salde para qualquer organismo (PALUDETTI, AFECHE &
BENEDITO-SILVA,1988°®. A eficiéncia biologica é derivada da precisa organizacao
das fungdes vitais, tanto no espago quanto no tempo (SMOLENSKY & D'ALONZO,

1993%%).

Mudangas fisioldgicas, metabdlicas e comportamentais nos
organismos vivos estdo usualmente sincronizadas com mudangas geofisicas
periddicas de nosso ambiente, tais como a rotagdo diaria da terra em torno do seu
eixo (ritmos circadianos) e o movimento anual da terra em volté do sol {variacbes

sazonais) (WETTERBERG, 19947").

Todas as formas primitivas de vida tiveram inscritos na sua
organizac¢do os principios bésicos das relagbes espago-temporais, ou seja, essas
relacbes devem ter sido os fundamentos essenciais dos quaés a vida primitiva
adquiriu suas propriedades basicas e adaptativas (ANOKHIN, 1974%). No periodo de
surgimento da vida na Terra, a matéria pdde passar a interagir: ativamente com as
possiveis transformagdes espago-temporais. Assim, para o0s drganismos vivos, 0
tempo adquiriu sua propria significagdo. Os ritmos biol6gicos surgiram como
incorporacdo da manifestagdo das propriedades antecipativas do protoplasma,
propriedades estas que conferem o valor adaptativo desses ritmos (PALUDETTI,

AFECHE & BENEDITO-SILVA, 1988°%).

Muitas evidéncias experimentais indicam que a ritmicidade biologica foi
filogeneticamente incorporada e €, atualmente, geneticamehte determinada e
endogenamente gerada (CIPOLLA-NETO & CAMPA, 1991%). Nesse sentido,
BUNNING (1935, apud HAUS & TOUITOU, 1992') demonstrou que ritmos

circadianos s3o transmitidos de gerag@o em geracdo, segundo leis genéticas. Por

2



outro lado, existem inumeras evidéncias do caréter endégéno da ritmicidade
biologica e da presenga de suas manifestagbes nas mais ?va.riadas espécies,
sugerindo que essas flutuagbes regulares sdo uma caracteristi;ca fundamental da

matéria viva (PALUDETTI, AFECHE & BENEDITO-SILVA, 19882?).

1.1.1. RITMOS CIRCADIANOS

HALBERG (1959%) introduziu a denominag8o %ircadiano para 0s
ritmos endogenos com periodo de cerca de 24 horas. Esses ritnf;os evoluiram como
resposta as enormes flutuagdes do ambiente fisico, associadasi com a alternancia
dia e noite. A aquisicio de tais programas temporais, e seu aidequado ajuste ao
ciclo ambiente de 24 horas, capacita o organismo a se preparér antecipadamente
para enfrentar diferentes situagbes (VAN CAUTER, 1989”). Evédencia—se, assim, o
conceito proposto por MOORE-EDE (1986'%°) de homeostas}a antecipadora ou

preditiva.

Ritmos circadianos foram documentados em, pfaiéicamente, todas as
espécies e em todos os niveis de organizag&o dos seres vivos (MINORS &
WATERHOUSE, 1986'®). Tais ritmos provém alto grau de or;;anizagéo temporal
dentro dos organismos, permitindo a realizagéo de diferentes é%es‘b:-mdos, através da
segregagdo de seus momentos de ocorréncia (VAN CAUTEFé, 1989°%"). E dificil
demonstrar-se uma variavel corporal que n&o apresente ﬁ%utuagéo circadiana

(MINORS & WATERHOUSE, 1986'%).

ASCHOFE (1954, apud REINBERG & SMOLENSKY, 1983"%) e

3



HALBERG et al (1954, apud REINBERG & SMOLENSNKY, 1983'®) desenvolveram
a idéia de que variagbes ciclicas de fatores ambientais sdo capazes de influenciar a
expressdo de ritmos circadianos. Tais variagbes passaram a ser denominadas
sincronizadores, agentes arrastadores ou zeitgebers®. Um sincroi'zizador ndo cria um
ritmo; ele é capaz, apenas, de influenciar sua expresséo, v.g., férgando a alteracéo
do seu periodo efou a temporizagdo do seu pico em reiac}éo a hora do dia
(REINBERG & SMOLENSKY, 1983%"°). O zeitgeber mais potente, para a maioria dos

9*™). Para a espécie humana,

animais, é o ciclo claro-escuro (WOLLNIK, 198
entretanto, os fatores soOcio-ecolégicos, decorrentes da organizacdo social do
trabatho e do lazer, sdo pelo menos tdc importantes quanto aquele sincronizador

(MINORS & WATERHOUSE, 1986'%; WOLLNIK, 1989”%).

A maioria das flutuacbes didrias das varidveis fisioldgicas e
comportamentais & verdadeiramente endbgena, uma vez qué persistem mesmo
quando ndo ha sinalizaglo externa (WOLLNIK, 1989*). Acredita-se que em
animais mais complexos, as células individuais, os tecidos e 08 orgéos sejam
dirigidos por um complexo de osciladores primarios e secuﬁdérios (MINORS &
WATERHOUSE, 1986'%). O periodo e a fase dos ritmos sdo coordenados por
relogios-marcapasso, localizados em varios niveis da organizac}éo biolégica, sendo
aqueles localizados no cérebro, aparentemente, os mais impoﬂéntes (SMOLENSKY

& D'ALONZO, 1993%%),

2 Zeitgeber é neologismo alemdo, cujo significado etimologico é doador de tempo (zeit = tempo,

geber = doador). Expressa uma oscilagio extema que é capaz de sincronizar um ritmo biolégico

gerado endogenamente.



Embora os nucleos supraquiasmaticos (SCN) sejam o principal
marcapasso circadiano em roedores, eles podem n@o ser os Unicos (MEIJER &
RIETVELD, 1989'®). Em primatas, enquanto os SCN controlam o ciclo ciclo sono-
vigilia, a secrecdo de somatotrofina e ritmos comportamehtais, um segundo
oscilador parece ser responsavel pelo controle do sono: REM (Rapid Eye

Movements), do cortisol sérico e da temperatura central (CIPOLLA-NETO, 1988%).

Néo obstante a pineal atue como relégio biologico em vertebrados
inferiores (FOULKES et al, 1997*), em mamiferos n&o ha evidéncias de que a
pineal, por si, seja capaz de gerar ritmos circadianos, além de e#tar claro que ndo é
necessaria para a expressdo desses ritmos em roedores. (TUREK, 1994%),
Entretanto, ARENDT (1995%) conciuiu que, em mamiferos adultos, melatonina atua
modulando a fase e a for¢ga de acoplamento da ritmicidade ci-rcaéiana. Em humanos,
por sua vez, ha indicagbes de que essa indolamina pode afuar como zeitgeber

interno (VAN CAUTER & TUREK, 1995%).

Embora os ritmos sejam dirigidos por osci!ador(:es) endégeno(s), o
ambiente ritmico normal e 0s habitos ritmicos também apreséntam seus efeitos.
Essas influéncias sdo os agentes mascaradores. Mascaramenio, portanto, séo os
efeitos diretos e imediatos exercidos por periodicidades do ambiente sobre o ritmo
expresso. Assim, efeitos mascaradores sado uma conseqiéncia natural e inevitavel
de se viver em um ambiente ritmico. Conseqlentemente, a exﬁresséo final de um
ritmo & mistura de efeitos mascaradores com os efeitos gerados pelo sistema de

temporizacio interna do animal (WATERHOUSE & MINORS, 1988°7).



1.1.2. RITMOS ENDOCRINOS

Uma caracteristica preeminente do sistema enddcrino é seu elevado
grau de organizagdo temporal (VAN CAUTER & TUREK, 1995%). O interesse pelos
ritmos bioldégicos aumentou grandemente, desde o reconhecimento do seu papel
essencial em manter a funclo enddcrina normal. Evidéncias mostrando que estados
patoldgicos estdo associados a ritmos anormais tém-se acumufado, e terapias que

levam em conta a organizacdo temporal da secre¢do endécrina foram

desenvolvidas (VAN CAUTER, 1989%%).

Vérias vantagens biolégicas da transmissao pulséfii do sinal enddcrino
tém sido postuladas. RAPP, MEES & SPARROW (19812‘%’) sustentaram, em
analogia com a engenharia de sistemas, que a regulagdo bioquimica codificada por
frequéncia seria mais precisa e menos sujeita 4 degradagéo por ruido do que o
controle dependente de amplitude. Por outro lado, NEWSHOLME (1978'%) sugeriu
que os sistemas biolbgicos que ciclam rapidamente s&o capazes de promover

transicbes mais rapidas para novos estados fisiologicos.

A secrecéo de, provavelmente, todos os horménios é afetada, de uma
ou outra forma, pelo sistema do relégio circadiano (TUREK, 1994%%). Embora uma
estrutura temporal circadiana do sistema endécrino esteja presénte em nive! celular
e em Orgaos, inter allia, é evidente que existe uma hierarquia de ritmos (SENSI,

PACE-PALITTI & GUAGNANO, 1993%%),

Os ritmos endécrinos podem ser classificados de acordo com sua

freqiiéncia de oscilagdo. Presumivelmente, em raz&o de sua ubigUidade nos seres



vivos, a periodicidade circadiana € usada para subdividir o §espectro de ritmos
biolégicos em duas faixas: a faixa ulfradiana, que inclui ritmos com periodos
menores que 20 horas, e a faixa infradiana, na qual os ritmos afpresentam periodos

maiores que 28 horas (HALBERG & REINBERG, 1967'"").

Trés diferentes tipos de mecanismos parecem interagir, para produzir
0s complexos padrdes da secregcdo hormonal durante o é;%clo- de 24 horas:
pulsatilidade, ritmicidade circadiana e efeitos intrinsecos do scémo (VAN CAUTER,

19897,

As implicagdes clinicas da ritmicidade circadianaé em Endocrinologia
dizem respeito, tanto ao diagnéstico, quanto ao tratamento de péatoiogias. Enquanto
variagbes circadianas podemn complicar a interpretacio dos,é procedimentos de
diagnostico, elas podem também ser usadas para ma);dmizar seu poder
discriminatério, por selecionar adequadamente o momento de coleta da amostra
que melhor diferenciara entre varias condi¢des. lgualmente, rgnelhores protocotos
terapéuticos podem ser designados, por levarem em contéa as propriedades
cronobiolégicas do sistema (VAN CAUTER, 1989%"). Assim, osévalores medidos no
exame clinico de um paciente incluirdo, usualmente, tanto o corénponente endécrino
do ritmo, quanto o mascaramento desse ritmo por fatores a;nbientais (HAUS &

TOUITOU, 1992'%).



1.1.2.1. RITMOS DA SECREGAO E DA CONCENTRACAO

PLASMATICA DE INSULINA

O ritmo de insulina pode ser um importante mediador do controle
neuroendbcrino do metabolismo (TEDFORD & MEIER, 19937). Nesse sentido,
constatou-se que, em figado de rato, insulina é o principal controlador da variagéo
diaria de sintese da proteina carreadora de esterol (SCFP). Esta proteina é o mais
importante regulador intracelular do metabolismo e traraéporte lipidicos em
hepatacitos (HARGIS et al, 1986'®). Assim, o periodo didrio de elevada insulinemia
pode ser importante para o controle da atividade lipogénica (CINCOTTA & MEIER,

1984%).

A funcdo desempenhada por insulina na regulagéo glicémica parece
ser programada em base circadiana, ao invés de representar um fendmeno de
feedback independente de tempo, como postulade pela hipétese homeostatica
convencional (MEJEAN et al, 1988'®). Nesse sentido, ha indicagdes de que os
ritmos didrios da insulinemia ndoc s&o meras reagbes homeostéticas as variacbes da
glicemia (GAGLIARDINO & HERNANDEZ, 1971%) ou a ingestdo alimentar

(TEDFORD & MEIER, 1993%°).



1.1.2.1.1. VARIAGAO CIRCADIANA DA SECREGAO DE

INSULINA

A variagéo circadiana da secrec¢do de insulina pode estar ligada a um
ritmo enddgenc da fungo da célula beta ou a uma ritmicidade de receptores de
insulina, bem como a ritmicidade da liga¢do desse horménio (ME’JEAN, KOLOPP &

DROUIN, 1992'%).

Sustentam a primeira hipétese varias linhas de investigagéo. Assim,
HELLMAN & HELLERSTROM (1959""") demonstraram variagio circadiana do
volume nuclear da célula beta. Outrossim, JASPAN et al (1986’39) verificaram
variag@o circadiana da pulsatilidade in vivo dos peptidios paf;creéticos insulares.
Por sua vez, VILLAUME et al (1984°*) constataram ausénci%a de ritmicidade da
secrecdo de insulina em pacientes portadores de insuliﬁomas. Finalmente,
NICOLAU et al (1983'%) confirmaram a existéncia de ritmo circédiano do peptidio C

em individuos saudaveis.

Por outro lado, a segunda hipotese é sustentada por investigacdes
indicativas de variacio circadiana da ligacdo de insulina :aos receptores de
hemaceas ou mondcitos (BECK-NIELSEN & PEDERSEN, 1978220; HUNG, BEYER &
SCHULZ, 1986'). Ainda nesse sentido, LEVY et al (1987'%") afirmaram que a
secre¢ao de insulina seria modulada por alteracbes da sensibiﬁdade dos tecidos

periféricos a esse horménio.

O mecanismo de variagéo didria da secre¢fo de insulina em individuos

normais & desconhecido (LEE, BRAY & KLETZKY, 1991"), mas parece ser



primariamente endégeno em origem (MEJEAN et al, 19é8‘9°) e controlado
diretamente por um oscilador circadiano, que influencia a secrégéo pancreatica e ¢
metabolismo de glicose, através de um sinal neurai mogdulado pelos SCN
(SAKAGUCHI, TAKAHASHI & BRAY, 1988%°). Esta idéia e coerente com a
verificag@o de que a leséo bilateral dos SCN, em ratos, aboliu a ocorréncia do ritmo

diério da insulinemia (YAMAMOTO, NAGAI & NAKAGAWA, 19877%).

1.1.2.1.2. VARIAGAO CIRCADIANA DA GLICEMIiA E DA

INSULINEMIA EM HUMANOS

Numerosos. estudos indicam que, no ser humaino, a hora do dia
influencia a regulacéo normal da glicemia por insulina. Assirﬁ, variacdo didria da
tolerdncia a glicose foi, inicialmente, demonstrada por diﬁerentes grupos de
pesquisadores (ROBERTS, 1964°%°; BOWEN & REEVES, 1957?7; CAMPBELL et al,
1975%; VERRILLO, DE TERESA & RUCCO, 1984°®). Por sua \;/ez, APARICIO et al
(19747) constataram variagéo circadiana, tanto da glicemia, qu'ianto da insulinemia,
em individuos submetidos ao teste de tolerancia a glicose (GTT) oral. Entretanto, a
intensidade da variacdo didria desse teste foi significati{ra e inversamente
relacionada ao grau de cbesidade dos pacientes (JARRETT? & KEEN, 1970%%).
Varios grupos confirmaram aqueles achados, mostrando dimine.%igéo da tolerancia a
glicose no periodo da tarde efou noite, comparada com a tol§réncia pela manha
(SENS! et al, 19717, JARRETT et al, 1972™, SENSI et al, 19%3233; ZIMMET et al,

1974, COSCELLI, ALPI & BUTTURINI, 1978%; KOFINAS, MEIS & ROSE, 1988',
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VAN CAUTER, 1990%°%: VAN CAUTER et al, 1991%%% LEE et al, 1992"%),

Menores glicemias tambem foram observadae.f pela manha, em
experimentos em que refeigdes-padronizadas foram ingeridas ao longo do dia (VAN

CAUTER, 1990%%).

CARROLL & NESTEL (1973%) constataram que individuos normais
reagiram ao GTT vespertino tal como diabéticos moderados e atribuiram o fato a
diminuida resposta inicial pancreética a glicose. Resultados: semelhantes foram
obtidos por COSCELLI, ALPI & BUTTURINI (1978%), épés administragéo
endovenosa de glicose ou glicose mais glucagon. O termo: diabetes vespertino
passou a ser usado para descrever esse fendmeno, que reflete um decréscimo
progressivo da tolerancia a glicose, atingindo um minimo na ifnetade do sono, em
individuos normais (JARRETT, VIBERT! & AL SAYEGH, 1978‘37; VAN CAUTER,

1990°%).

RIGAS et al (1968%") e MALHERBE et al (1969'®) demonstraram
variacdo circadiana da insulina plasmatica em individuos que ingeriram trés
refeicbes padronizadas durante o dia. Diversos pesquisadoresf confirmaram essas
constatacdes, ao registrarem maiores respostas secretérias dé insulina no periodo
matutino, tanto no GTT (JARRETT et al, 1972'*; SENSI et al, 1973%°, CARROLL &
NESTEL, 1973, APARICIO et al, 19747, WHICHELOW et al, 1974”""; MELANI et al,
1976™" LEE et al, 1992") quanto apés refeiéées padronizadas
(HAUTECOUVERTURE et al, 1974'®). Tais constatagbes repetiram-se em humanos
saudaveis, apds administragdo de glucagon (MELANI et al, 1576’9‘) ou, ainda, em

diabéticos tratados com diferentes hipoglicemiantes orais (RIGAS et al, 1968"%).
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VERRILLO, DE TERESA & RUCCO (1984°®) constataram menor
razdo insulina/glicose nds experimentos efetivados & tarde e a meia-noite.
Sugeriram, entdo, que a causa desse fendmeno seria a variégéo circadiana do
processo que reguia a sintese e secregéo de insulina. SERVICE et al (1983%)
associaram o declinio progressivo da tolerancia a carboidratos, das 8 as 18 h, a
reduco da secregio de insulina, estimada pelo peptidio C, bem como a redugao da
acho periférica de insulina. Nesse sentido, ritmo circadiano do peptidio C foi
confirmado por NICOLAU et al (1983') em individuos saudéveis. Por sua vez,
LEE, BRAY & KLETZKY (1991"™), executando clamp hiperglicdmico em humanos,
demonstraram significativa variag@o da secre¢édo de insuling, com maior secre¢éo

pela manh3, ao administrarem arginina por via endovenocsa.

Assim, inimeros pesquisadores atribuiram a redué:éo da tolerancia a
glicose, nos periodos vespertino e noturno, @ diminuida resposta pancreatica,
interpretando que os maiores niveis glicémicos nos testes, nesses periodos, foram
resultado da insulinopenia (JARRETT & KEEN, 1969'%; JARRETT et al, 1972'%;
CARROLL & NESTEL, 1973%; ZIMMET et al, 1974°""; APARICIO et al, 1974’;
WHICHELOW et al, 1974”"; GAGLIARDINO, HERNANDEZ & REBOLLEDO,
1984%). Igualmente, estudos de POLONSKY, GIVEN & VAN CAUTER (1988*)
evidenciaram que a resposta das células beta, a ingestdo de réfeic;éo mista, pode

ser influenciada pela hora do dia em que a ingestéo ocorre.

Portanto, a resposta das células beta a um estimulo particular parece,
em parte, ser dependente da hora em que o estimulo é adminisirado {BYRNE et al,
1996""). Nesse sentido, tém-se obtido resultados sugestivos de que a variagdo na

resposta insulinica a glicose pode resultar de alteragbes circadianas da
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sensibilidade da célula beta, provocandc maior responsiv%dadé pela manh&, com
reducdo a partir dai (APARICIO et al, 19747; LEE et al, 1992 \?AN CAUTER et al,

199274,

Do ponto de vista clinico, a hora do dia pode ser% importante para o
diagnostico e tratamento das condigbes de diminuigio da tolerérélcia a glicose (VAN
CAUTER et al, 1991*®). Assim, JARRETT & KEEN (19?0’”5 sugeriram que a
hiperglicemia vespertina é o primeiro estagio no desenvolvimenio de intolerancia a
glicose. WALSH & WRIGHT (19757} verificaram que, na sequéécia de evolugéo da

moléstia, ocorre perda do ritmo diario da secrecdo de insuiina.

Por outro lado, n&o se tem detectado variag&o circafdiana da tolerancia
a glicose em pacientes nos quais essa tolerancia é deficiente, téis como individuos
obesos (MARLISS et al, 1970™) ou pacientes diabéticos (CARROLL & NESTEL,

1973%).

Extendendo as constatagbes acima, tem-se tambéém demonstrado a
ocorréncia de ritmo circadiano da insulinemia em ovinos (H_bLLEY & EVANS,
1974'®), no hamster (DE SOUZA & MEIER, 1987%), coelho (LESAULT,
ELCHINGER & DESBALS, 1991™), rato (JOLIN & MONTESAQ%S“"; BELLINGER,
MENDEL & MOBERG, 1975% MARTIN, WANGSNESS & GAHA?GAN, 1978'%; LIMA
et, 1981'®; IKONOMOV et al, 1985'°; AHLERSOVA, AHLERS & TOROPILA, 19867
WATANABE & UCHIYAMA, 1988%% IWASHITA et al, 19956‘32), camundongo
(GAGLIARDINO & HERNANDEZ, 1971%; GAGLIARDINO & HéRNANDEz, 1972%;
PESSACQ et al, 1976 ); cdo (FISCHER et al, 1985%) e em aves (TEDFORD &

MEIER, 1993%).
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Por fim, deve-se ressaltar que, enquanto ritmos c%rc;adianos expressam
apenas uma frequéncia, na complexa estrutura temporal hu;énana de multiplas
frequéncias (HAUS & TOUITOU, 1992'"), o comportamento oécilatério ultradiano
parece ser a regra, ao invés de excegdo, no sistema endéc%rino (MATTHEWS,
1991'"®; VAN CAUTER & TUREK, 1995*). Este aspecto passaz a ser enfocado no

item que segue.

1.1.2.1.3. VARIAGOES ULTRADIANAS DE INSULINA

Ha grandes razbes biol6gicas para a secreclo pulsatil dos horménios.
Assim, pulsagdes s@o econOmicas, mais precisas em propiciar controle; mais
seguras que as curvas dose-resposta e permitem aos tecidos pefriféricos a opgao de

auto-regulaciio (MATTHEWS, 1991'%),

Alteracdo da concentracdo hormonal pode ser o sinal, enquanto a
mensagem pode estar no pulso e ndo no nivel médio de fundoé. Assim, a natureza
dindmica do pulso e, por si, mais importante que 0 ponté de ajuste medio.
Frequentemente, sistemas hormonais usam pulsa¢bes como forma de transmitir
mensagens confidveis, através das incertezas da circuiagécé), cujo tamanho é
desconhecido, diluindo, assim, o sinal, e através dosrins e figado — removendo,
portanto, uma quantidade imprevisivel — para atingir uma c%lula cujo receptor

encontra-se em estado incerto (MATTHEWS, 1991'%).

O padréo oscilatério dos niveis de hormdnio plasmatico pode ter

importancia fisiolégica como redutor de down regulation de receptores e, assim,
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aumentar a ag3o hormonal (LEFEBVRE et al, 1987'%).

Numerosos estudos demonstraram que a secre¢éo da insulina humana
& um processo oscilatdrio complexo, que inclui pulsos rapidos, ;érecorrentes a cada
10 a 15 minutos, superpostos a oscilagdes ultradianas mais Ieéhtas, com periodos
entre 90 e 120 minutos (LANG et al, 1979" VAN CAUTER & TUREK, 1995*%),
Assim, oscilagdes ultradianas da secrec¢do de insulina e da glicémia, com periodos
na faixa de 80 a 130 minutos, foram observadas em resposta a refeicbes (SIMON,
FOLLENIUS & BRANDENBERGER, 19877, durante nutrigéé enteral continua
(SIMON, BRANDENBERGER & FOLLENIUS, 1987°%) e duranté infusdo constante
de glicose (VAN CAUTER et al, 1989°®). Constatou-se, tambiém, que a nutricao
enteral continua ndo impede a ocorréncia do ritmo uitradiancé da glicemia e da
insulinemia (BRANDENBERGER, SIMON & FOLLENIUS, 198%“). Humanos que
receberam infusdo de glicose, sob fluxo constante, apre;sentaram grandes
oscilagdes ultradianas de glicose e de insulina plasmaticas, com periodicidade
média de duas horas em todos os individuos (VAN CAUTER et al, 1989°%). Por

8'®) demonstraram, em

outro lado, utilizando andlise espectral, MEJEAN et al (198
humanos, a existéncia de ritmo ultradiano da insulinemia, carn periodo de seis

horas.

HANSEN et al (1982b'™) mostraram, em macacos; que as oscilagdes
dos niveis plasméaticos de insulina foram similares nos peritédos imediatamente
subsequentes a ingestdo alimentar, no periodo pds-absortivo imediato e apds jejum

prolongado.

Em outro sentido, LANG et al (1982 mnstatéram, em humanos,

significativa correlagio entre as amplitudes dos ciclos simultaneos de insulina e
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glucagon plasmaticos.

JASPAN et al (1986'*) demonstraram osciiagéeé espontédneas dos
quatro peptidios pancredticos no c&o, com periodos situadoés na mesma faixa
daqueles registrados em babuinos e em humanos. Por outro ladé, no rato, CHOU et
al (1991a™) verificaram a existéncia de oscilagfes da insulina E?sc’arica, in vivo, com
periodo de 13,3 minutos, enquanto em ilhotas isoladas BERGS’!%‘ROM et al (1989%)
constataram oscilagdes da secregdo de insulina, com periodo de 16 minutos. Neste
mesmo tipo de preparagdo, CHOU, BERMAN & IPP (199%453) demonstraram
oscilagdes de baixa freqiiéncia da secregéo de insulina, com per%iodo entre 50 e 100
minutos. lgualmente, tem-se verificado, em humanos, qu;a o aumento da
concentragdo de glicose provoca aumento da amplitude, mas ;néo da frequéncia,
das oscilagbes da secregdo de insulina (STURIS et al, 1é932“), Em parcial
discordancia estdo resultados recentes de P@RKSEN et al (‘i9962°9), obtidos, in
vivo, em pancreas de cades. Segundo estes autores, 0 meca;nismo pelo qual a
ingestdo de glicose ativa a secre¢do de insulina inclui aumentoé de cerca de 400%
da massa de insulina secretada por burst, bem como aumento de cerca de 40% da

freqliéncia de bursts.

Ritmos ultradianos representariam o padréo tempoféai do qual os ritmos
circadianos seriam derivados por modulac@o de frequéncia e ani1p|itade (WOLLNIK,
1989%%). Talvez o melhor exemplo da modulagdo circadiana de ritmos ultradianos
seja encontrade no sistema end6crino humano. Ha evidénciaé de que a fase, a
amplitude e a frequéncia das oscilagbes ultradianas podem .%er moduladas pelo

relégio circadiano (TUREK, 1994%%%),
A origem das oscilagdes ultradianas da glicemia e da insulinemia n&o
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esta, ainda, totalmente esclarecida (VAN CAUTER & TUREK, ‘55995263). KOERKER
et al (1978"°) propuseram que oscilagdes dos niveis plasmétié':os de insulina em
macacos refletem oscilagbes secretérias, ao invés de oscilaft;ées do clearance
metabdlico. Esta hipftese baseia-se no fato de que oscij!agbes dos niveis
plasmaticos do peptidio C — secretado em raz&o-equimolar com insulina, mas
depurado diferentemente, a velocidade muito menor que insulinfa - correlacionam-
se precisamente com as oscitagdes da insulina plasmética.é Tais observacles
também foram confirmadas em humanos (SIMON, FOLLENIUS &
BRANDENBERGER, 1987%®). Outrossim, HANSEN et al (1982a?"3) concluiram que,
em humanos, as oscilagbes da glicemia, enquanto freqﬂentéemente associadas
aquelas de insulina, ndo séo responsaveis pelas oscilacdes da %nsuiina plasmatica,
ou ndo s8o para elas essenciais. A observacéo de oscilagbeﬁés, também durante
infus&o constante de glicose, indica que as mesmas nao séo dependentes da

ingestdo alimentar (SHAPIRO et al, 1988%°).

A grande amplitude e consisténcia das oscilagbes da insulinemia, que
provaveimente sdo reflexo da secregdo de insulina, sugerem que a atividade das
células beta distribuidas pelo pancreas deve ser altamente coord:enada (HANSEN et
al, 1982a'®). Pancreas isolado de cdo, exposto a concentrfagéo constante de
glicose, apresentou oscilagbes da secrecio de insulina, com peséiodo de oito a doze
minutos, indicando que o préprio pancreas é o zeifgeber dos %cicios de glicose e
insutina in vivo (STAGNER, SAMOLS & WEIR, 1980°%). Em pacientes com
transplante de péancreas observou-se oscilagdo da secregé; de insulina sob
condicdo basal, bem como durante infuséo constante de %glicose, O periodo

dominante dessas oscilagbes parece ser o dobro daquele obsefjrvado em pancreas
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normal (KERN et al, 1990"?).

O marcapasso que controla a secregdo de insulina em humanos é
notavelmente estavel. Sua periodicidade ndo é afetada quando a secregéo de
insulina é estimulada por glicose, tolbutamida ou bioqueadorés alfa-adrenérgicos
(MATTHEWS et al, 1983a'®). E crenga geral que as medidas, in vivo, dos niveis
séricos de insulina refletem flutuagBes da secregao de insulina, € que o marcapasso
dessas oscilagdes estd localizado no préprio péancreas (LANG et al, 1981'*;
LEFEBVRE et al, 1987'%), apresentando sensibilidade alterada em varios estados
nutricionais (HANSEN et al, 1982b'™). CHOU & IPP (1990°') constataram que
ilhotas desligadas do meio pancredtico continuam a secretar insulina de maneira
pulsatil. Nesse sentido, SONNENBERG et al (1992**Yy observaram que essa
pulsatilidade é gerada independente da inervagéo extrinseca, enquanto CHOU,
BERMAN & IPP (1994) sugeriram que oscilagdes ultradianas de baixa frequéncia
podem ser independentemente geradas a partir de uma fonte insular. Essas
conclusbes estdo de acordo com BERGSTROM et al (1 989%°) e CHOU & IPP
(1990°"), ao sugerirem que o marcapasso da secregdo de insﬁiina é intrinseco a
ihota. De outro modo, CHOU et al (1991b™) demonstraram, em tecido de
insulinoma humano, que as células beta s&o capazes de gerar:atividade secretoria
pulsétil de insulina, ndo-dependente de inervagdo ou da p;'esené;a de outras células
insulares. Demonstraram, também, pulsatilidade inerente a célula beta, na atividade

secretoria de pré-insulina.

LIPKIN, TELLER & DE HAEN (1983'®) especularam que a secregdo
oscilatéria de insulina estaria relacionada com um ciclo de 14 minutos da atividade

glicolitica da célula beta, concluindo que a glicolise atuaria: como marcapasso.
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Nessa linha de raciocinio, CHOU, BERMAN & IPP (199252)§ utilizando analise
espectral, demonstraram acentuada similaridade entre os padrées da oscilagéo de
lactato e insulina, durante perfuséo de ilhotas por solug&o coriétendo glicose (16,7
mM). A similaridade entre os periodos da oscilagdo de lactato e de insulina sugere a
possibilidade de que as oscilagdes da glicolise possam prover um mecanismo para
a secrecdo pulsatil de insulina. Consideram, entretantd, imp%ovével que seja ©
lactato o fator gerador da flutuagdo de insulina. Uma hipétefse lbgica € que ©
metabolismo oscilatério seja responsavel pela secregédo n’tmiéca de insulina, ao
menos quando o estimulo é glicose (TORNHEIM, 19977, PRE!ESITKI, TORNHEIM &
CORKEY, 19977'%). Entretanto, ainda néc se demonstrou que uma interferéncia
nesse padrdo de metabolismo altera o padréo oscilatério de secéregéo (TORNHEIM,
1997%%). E provavel que a atividade marcapasso nas céluifas beta resulte da
influéncia conjunta de varios metabdlitos, em multiplos sitios reéuiatérios do citosol

e mitocondrias (MACDONALD et al, 1997'%).

Alguns estudos mostraram correlagéo temporal éntre oscilacfes da
secrecdo de insulina e oscilagdes do Ca® citosélico, sugerindo que o fluxo de ca™
é a forga motriz desse processo (BERGSTEN et al, 1994, BERGSTROM et al,

1989%).

Acredita-se que a perda da secregdo osci%atééria coordenada de
insulina possa desempenhar um papel na patofisioiogia do diabétes (VAN CAUTER,
1989°"). As oscilagdes ultradianas da secreco de insulina sdo ;émais irregulares em
humanos acometidos de diabetes melfitus tipo 2 (POLONSKY et al, 1988°®). Em
conseqiéncia, CHOU, BERMAN & IPP (1994%) propuseram que nessa patologia, a

sincronizagdo por glicose, da célula beta anormal, é menofs eficiente que em
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sujeitos normais.

Um crescente corpo de dados experimentais, obtiéos in vitro e in vivo
(em humanos), sugere que a pulsatilidade aumenta a eﬁciéncé:ia do acoplamento
entre a secre¢do hormonal insular e a resposta ao horménio. A perda, no diabeles
tipo 2, do ciclo secretério de insulina com periodo de 10 a 14 mifnutos, € consistente
com esse papel funcional postulado para a secregéo honnonél insular (WEIGLE,
1987%%). Assim, parte da resisténcia periférica a insulina pod;aria ser atribuida &
qualidade temporal prejudicada da produgd@c desse hormén&éio, em oposi¢do a
reducdo da quantidade total produzida (MATTHEWS et al, 1%983b1”7). Corrobora
essa idéia a demonstragdo, em humanos normais, de que insuli%za € mais efetiva ao
reduzir a glicemia quando administrada por via endovenosa, de maneira oscilatoria,
através de pulsos com periodos de 13 minutos (MATTHEWS et al, 1983b'™) ou de

120 minutos (STURIS et al, 1995*), do que ao ser injetada sob izuxo constante.

PAOLISSO et al (1987%°") verificaram maior efifciéncia da insulina
administrada de maneira pulsatil, ao reduzir a glicemia de pacie;éntes acometidos de
diabetes tipo 1. N&o obstante, tentativas de methor controlar esése tipo de diabetes,
por administracdo subcuténea pulsatil de insulina, foram éinfmtiferas (LEVY-
MARCHAL, ALBISSER & ZINMAN, 1983'®). Outro efeito beaéfié:o da administragso
pulsatil de insulina parece ser a redugédo da hiperglucagonémia em diabéticos

(LEFEBVRE et al, 1987"%).

Oscilagées ultradianas podem ter significado fisioélégico em humanos
(VAN CAUTER et al, 1989°%). Assim, verificou-se que a h%pergléicemia desencadeia
a secre¢do de insulina, segundo cinética baseada néo aperf:as na curva dose-

resposta. Para tanto, a secregéo ocorre na forma de pacote ﬁnitcf: — que provoca um
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pulso — apds o que 0 pancreas torna-se quiescente por cerca de 13 minutos. Ha
evidéncias de que a secregao é realmente desligada durante esse periodo e, entéo,

reativada, dependendo da nova concentragéo de glicose (MATTHEWS, 1991'%).

Flutuagbes regulares dos niveis plasmaticos. de hormbnios e
substratos podem ter evoluido para aumentar, ndo somente a estabilidade pela qual
a glicose sangliinea é controlada no jejum, mas também a eficiéncia do
armazenamento de carboidratos nos tecidos, nos periodos em cﬁ.ze esses nutrientes
estdo disponiveis (MARSH, MARSH & BERGMAN, 1986'%). Acredita-se que a
secrecao pulsatil sincrénica de glucagon e insulina seja um mecanismo pelo qual se
limitem os efeitos hepaticos de insulina, mantendo-se, dai, a produgdo hepatica de
glicose, mas permitindo-se suficientes concentragdes periféricas de insulina, para

inibir excessivo catabolismo (LANG et al, 1982"").

E provéavel que a secrego pulsatil de insulina desémpenhe importante
funcdo no controle metabdlico, na situacdo de mudanga do estado alimentar
(SAFARIK, JOY & CURRY, 1988%%). Uma possivel adaptacdo é a promogdo, por
jejum, da redugéio do periodo das oscilacbes da secrecdo de insulina, com aumento
de sua freqUéncia. Tal ajuste é mediado pela interagdc entre 0 marcapasso
intrapancreético e o sistema nervoso central (SNC). O encurtamento do periodo
pode ser um mecanismo de redugdio da densidade de receptores de insulina.
Periodo menor (freqiGéncia maior) de oscilagbes pode provocaf down regulation de
receptores, porque menor intervalo entre picos de insulina resultaria em nivel de
secrecdo quase constante. Atenuacio das flutuacdes de insuﬁina acarretaria uma
condicdo benéfica no jejum, reduzindo a responsividade tecidual & insulina

secretada, através do aumento de down regulation de seus receptores. Admite-se
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que este é um mecanismo pelo qual o suprimento limitado de glicose pode ser
conservado para o SNC, durante condigbes de jejum (SAFARIK, JOY & CURRY,
1988%"). A interagdo entre jejum, secre¢do de insulina e ritmos circadianos é

enfocada no item 1.2.2.

1.2. SECRECAO DE INSULINA

O processo da secregéo de insulina estimulada por glicose inicia-se
pela difuséo facilitada dessa hexose, via GLUT1 ou GLUTZ, através do plasmalema
da célula beta pancreatica, a qual se segue a fesforilac}éo catalisada pela
hexoquinase e a metabolizag&o na via glicolitica e no ciclo de Krebs. O aumento da
razdo citosélica ATP/ADP, atuando via subunidade receptora de sulfoniluréias
(SURT1), gera o fechamento de canais K'arr — éubunidade Kir6.2 (BIR) — do que
resulta diminuicdo da saida de K'. O consequente acumulo deste ion no citosol
provoca despolarizacdo da membrana plasmatica e abertura dos canais de Ca*
dependentes de voltagem (VDCCs). O aumento da entrada de Ca™ eleva a
atividade citosélica deste cation e desencadeia a exocitose dos granulos de insulina
(ASHCROFT & ASHCROFT, 1992'"; LENZEN, 1992" MALAISSE, 1992'"";
AIZAWA et al, 1994*% AMMON & WAHL, 1994 BERGG{%EN et al, 1994%
RORSMAN et al, 1994, INAGAKI et al, 1995''; BOSCHERO, 1996%'; AGUILAR-
BRYAN et al, 1998": BOSCHERO et al, 1998%). N&o obstante se reconhega a
importancia da seqiéncia descrita acima, uma segunda Qia de sinalizagéo,

independente do canal K'are, tem sido proposta (BEST, YATES & TOMLINSON,
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1992%%; GEMBAL, GILON & HENQUIN, 1992%; SATO et al, 1992%°, GEMBAL et al,

1993%: AIZAWA et al, 1994* KOMATSU et al, 1997'%).

1.2.1. PARTICIPAGAO DOS [ONS POTASSIO E CALCIO

Canais de potassio constituem o mais variado grupo de canais ibnicos,
consequéncia da multiplicidade de fungbes que devem executér. Estas incluem o
controle do potencial de repouso da membrana plasmatica e a regulacdo dos
potenciais de agdo, quanto a seu inicio, término e periodicidadeé. Sa0, também, alvo
de numerosos horménios e neurotransmissores, habeis em piomover ou inibir a
secrecio, por mecanismos que dependem, em parte, de alteragfées do potencial da

membrana celular (DUNNE et al, 1994,

Existem pelo menos cinco diferentes tipos de canais seletivos de K" na
célula beta, a saber: o canal de K" regulado por ATP (canal K?*A-rp); o canal de K'
ativado por Ca* (canal K'c,>"); o canal retificador tardio (canal Ké"-DR); o canal de K*
ativado por transmissores inibitérios {canal K'-1} e o canal t{ar;siente (canal K™-A).
Potassio pode também fluir através do canal n&o-seletivo deE cations (canal NS)

(ASHCROFT & ASHCROFT, 1992"").

Os canais K'c.”* sdo ativados, tanto por despolaérizagéo, quanto por
aumento da atividade citosdlica de Ca? (TABCHARANI & MISLER, 1989%®). S&o
bloqueados por caribdotoxina ou baixas concentragbes de teiraetiiaménio (TEA).

Contribuem para a repolarizagdo da membrana durante o poténciai de agdo, mas
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n&o para as ondas lentas (KUKULJAN, GONCALVES & ATWATER, 1991'%).

Os canais K-DR s&o dependentes de voitagerri e aumentam sua
atividade com a despolarizacdo. Sua fungéo é repolarizar a merr;brana (ASHCROFT

& ASHCROFT, 1992'").

Os canais K'-A s8o de observagéo infreqlente ém. preparagbes de
células beta e sua participacdo na atividade elétrica dessas céhfﬁas parece nao ser

significativa (DUNNE et al, 19947,

Os canais K'-| sdo ativados por hormdnios Eperglicemiantes e
neurotransmissores (RORSMAN et al, 1991%%) e respondergn a somatostatina,
clonidina e galanina por meio da proteina-G inibitoria (Gt) sensivel a toxina
pertussis (ASHCROFT & ASHCROFT, 1992""). Sua ativag&o pcéde ser responsavel

pela hiperpolarizagdo provocada por adrenalina (DUNNE et al, 1-2994").

Os canais K'arp s@o independentes de voltagem e se fecham perante
concentragdes micromolares de ATP no citosol (COOK & HALéS, 1984%; COOK et
al, 1988°%"). Os niveis citosélicos de ATP e a inibigdo do eﬂux;) de K por glicose
atingem seu maximo em concentra¢Bes de 5,6 mM (aprox.) deissa hexose (WAHL,
WALDNER & AMMON, 19927° AMMON & WAHL, 1994%). éAIém do ATP, um
numero consideravel de outros constituintes citosoélicos Enfiueréiciam esses canais,
tais como: gliceraldeido, glicose, aminoacidos, produtos interméediérios do ciclo de
Krebs, proteinas-quinases e fosfatases (ASHCROFT & RoézSMAN, 1989%). E
provavel que existam outros fatores alternativos ou complemer;tares, responsaveis
pela regulagdo metabélica dos canais K'are (ASHCROFT & AéSHCROFT, 1992™").

Além disso, s8o seletivamente bloqueados por sulfoailuréiasg(eﬂg. tolbutamida e
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glibenclamida) (GILLIS et al, 1989%"). Recentemente, demonstrou-se que o canal
K'are das células beta apresenta estrutura heteromultimérica, ‘composta por, pelo
menos, duas subunidades essenciais: o canal de retificagdo interna — Kir6.2 (BIR)

— e o receptor de sulfoniluréia {SUR 1) (INAGAKI et al, 1995™").

Em geral, predomina a resposta dos canais K'arp s concentragbes
intracelulares de ATP, mas muitos outros nuclectideos, incluindo ADP, tém grande
influéncia sobre a frequéncia de abertura e fechamento desses canais (DUNNE et
al, 199474). Assim, considera-se a relagdo ATP/ADP como o maior determinante da
sua atividade (DUNNE et al, 1988™; ASHCROFT & RORSMAN, 1990"). Niveis
reduzidos de ADP livre permitem a elevada concentracdo de ATP fechar canais
K*are, despolarizar as células beta e conduzir & abertura dos VDCCs, provocando o
aumento do Ca*' livre citosdlico (HOPKINS et al, 1992'%). A relacdo citosdlica
ATP/ADP é maxima em 5,6 mM de glicose, situagdo também dé maxima inibigdo do

efluxo de K* por esse nutriente (ERECINSKA et al, 19927%).

Um novo modelo de regulacdo do canal K'arp — duplo sftio — foi
proposto. Este modelo inclui o sitio de ATP previamente descrito, que pode ligar
tanto ATP, quanto aitas concentragbes de ADP, diminuindo a abertura do canal, e
um novo e separado sitio ligante de Mg.ADP, que aumenta a abertura do canal. Os
resultados experimentais sustentam as predigfes do novo modelo, uma vez que
decréscimo do ADP livre, acompanhando aumento da razdo ATP/ADP, provoca

fechamento de canais K'ar» (CORKEY et al, 1994%),

Em concentragbes subestimulatérias de glicose, o potencial de

repouso da célula beta € estabelecido pela atividade dos canais K'are, € muitos

25



canais abertos podem ser registrados em células beta desprovidas de suprimento
energético (COOK & HALES, 1984%; ASHCROFT, ASHCROFT & HARRISON,

1988": ASHCROFT et al, 1992"; DUNNE et al, 1994™).

O fechamento de canais K'arp, pelo ATP, representa um mecanismo de
ligagdo entre o metabolismo e os fluxos idnicos (ASHCROFT & ASHCROFT,
1992""). Glicose (5 a 20 mM) é capaz de inibir a atividade de canais K'awp
(ASHCROFT et al, 1992""). Substratos do metabolismo da célula beta produzem
decréscimo réapido, reversivel e dose-dependente da atividade de canais K'amw.
Assim, 50% dos canais ativos, na auséncia de glicose, séo inibidos por 2 mM dessa
hexose, e mais de 90% sé&o inibidos por 5 mM do secretagogo (MISLER et al,
1986'* ASHCROFT, ASHCROFT & HARRISON, 1988'%, RORSMAN & TRUBE,
1990%2). Registros de patch-perforated sugerem que menos de 4% da condutancia
total dos canais K'arp esta ativa em células beta em repouso, obtidas de rato
(COHEN et al, 199059). Dessa forma, a maioria dos canais K'are constituiria os —
aparentemente — canais de reserva (spare channels) (COOK et al, 1988%"). Estes
autores propdem algumas vantagens metabdlicas para sistemas que assim operam,
a saber: (1) sensibilidade maxima a alteragbes da atividade :do canal, por atuar
proximo ao estado totalmente inativado; (2) operago do sistema em niveis bastante
reduzidos de corrente, destarte minimizandc os fluxos ibnicos e o dispéndio
energético, para manter os gradientes ionicos e (3) estabii%déde do potencial de

membrana, pela somagao de breves aberturas de muitos canais.

E improvavel, contudo, que a extensio da inibigéo do efluxc de K, por
acéo em canais K'arp, determine sozinha o montante da insulina secretada. Desse

modo, inibigéo do efluxo de K', pelo metabolismo de nutrientes, seria apenas uma
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parte do processo. Efeitos adicionais do metabolismo participariam da cascata de
fluxos idnicos (AMMON & WAHL, 1994% RORSMAN, 1997%'). A propésito,
GEMBAL, GILON & HENQUIN (1992%) e GEMBAL et al (1993%) demonstraram a
existéncia de mecanismo pelo qual glicose pode controlar a secrecdo de insulina,
independentemente de alteragfes da atividade dos canais K’),Tp, do potencial de

membrana e do Ca*" citosdlico.

Por outro lado, héa evidéncias sugestivas de que o metabolismo de
glicose pode controlar o estado funcional dos VDCCs (SMITH, RORSMAN &
ASHCROFT, 1989%%) — determinando, assim, a quantidade de célcio entrante e a
extensdo da exocitose por ele provocada — bem como controtar o préprio processo

secretdrio de insulina (DETIMARY et al, 1994"").

Medidas do efluxo de ®Rb, a partir de ilhotas perfundidas por tamp&o
desprovido de glicose, ou dela contendo baixas conoentragﬁas; s&o o mais simples
e, provavelmente, o mais sensivel teste para se determinar se uma substéncia fecha
canais K'arp nNas células beta (HENQUIN et al, 1992'"). Esse mesmo autor
considera a improbabilidade de um agente fechar canais K'arr em células beta
intactas e, simultaneamente, nao inibir o efluxo de #Rb. Igualmente, apenas raras
condigSes reduzem o efluxo de *Rb na auséncia de glicose, sem inibir canais K'arp.
Finalmente, considera indireta a interpretagéo dos resuitados obtidos na presenca
de concentracbes estimuladoras de glicose, porque mais de ur?t tipo de canal de K‘*
é implicado. Assim, enquanto canais K are 580 fechados em grénde numero, canais

K'-DR e K'c,”* comegam a abrir (HENQUIN et al, 1992'"").

Um dos fatores implicados no uso de ithotas isoladas, para o estudo de

27



fluxos idnicos, é a heterogeneidade celular desses microérgéos;é Enquanto a medida
da secre¢éo de insulina refere-se especificamente a resposta f;uncional das células
beta, medidas metabdlicas e idnicas, realizadas com ilhotas iisoiadas, refletem o
comportamento integrado de todos os tipos de células inséulares (MALAISSE,

1987'7%).

A concentracéo citosélica de Ca® livre é fundamenitai para a regulagéo
dos processos da secrecio de insulina na célula beta pancreética e & controlada
por notavel inter-relacdo de nutrientes, hormdnios e ;neurotransmissores
(BERGGREN, et al, 1994 BERGGREN & LARSSON, 1594”). Aumento da
concentragdo de Ca* &, reconhecidamente, um fator essenci-aié de acoplamento na
célula beta (WOLLHEIM & SHARP, 1981%°, PRENTKI & MAT$CH:NSKY, 1987%";
GYLFE, 1988%; HENQUIN et al, 1992'"). Tem-se demonstradcé que a estimulagao,
por glicose, de ilhotas pancreaticas intactas, promove ﬂutuac;éés do Ca* citosolico
livre, em sincronia com a atividade elétrica (SANTOS et al, 19932”). E provével que
essas flutuacbes constituam a base molecular das osciiagéies da secregéo de

insulina (BERGGREN et al, 1994%%).

Para estudar os efeitos de glicose, sobre o metébolismo de Ca® na
célula beta, tem-se avaliado o efluxo de *Ca em ilhotasé pré-carregadas. A
abordagem mais usada é, inicialmente, marcar-se ilhotas iéoladas, por 60-120
minutos, com esse isétopo e, entdo, medir-se o seu eﬂuxcf em dispositivo de

perfuséo (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973').

Glicose exerce efeito bifasico sobre o efluxo de ®Ca, em ilhotas
perfundidas. Apés cerca de um minuto de exposicéo ao secretégogo, ocorre queda
rapida desse efluxo, seguida, poucos minutos depois, de grancfe aumento da saida

28



desse tragador. Este aumento secundario do efluxo de *°Ca coincide com o inicio da
secrecdo de insulina (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973"3; HERCHUELZ &
MALAISSE, 1979"%), depende da presenca de calcio no :liquido extraceluiar
(HERCHUELZ et al, 1980'®) e se deve, pelo menos em parte, ao deslocamento de
“Ca intracelular, ap6s aumentada entrada de ca* (PRENTKI & WOLLHEIM,
1984°"). O aumento secundario reflete, portanto, o influxo de Ca*, e corresponde a
processo de troca Ca®* x Ca”, no qual a entrada de “Ca nas células desloca “Ca
dos sitios intracelulares de ligagdo (HERCHUELZ et al, 1980'2 HERCHUELZ,
COUTURIER & MALAISSE, 1980'%"). Porém, quando ilhotas s&o carregadas de “Ca
até equilibrio isotépico e, depois, incubadas na auséncia de Ca®, glicose & outros
estimulos energéticos provocam redugdo do efluxo de “Ca (GYLFE et al, 1978%).
Esses resultados sugerem a possibilidade de que processos de efluxo de Ca*,
através da membrana plasmatica, possam ser regulados e, assim, participar dos
mecanismos que geram aumento do calcio citosélico (PRENTKI & MATSCHINSKY,

1987%"%).

Explicagbes contraditérias tém sido dadas para o decréscimo
sustentado do efluxo de “Ca provocado por glicose, na auséncia do Ca®
extracelular. A primeira supbe que glicose e outros nutrientes reduzam o
contratransporte Na* - Ca® ou reduzam a atividade da Ca®-ATPase. A segunda
sugere que glicose promove sequestro de Ca® para os estéques intracelulares

(PRENTKI & MATSCHINSKY, 1987%'%).

O efeito inibitério inicial de glicose, sobre o efluxo de “Ca, é atenuado
em baixa concentrago extracelular de sédio, sugerindo que glicose reduz o efluxc

de ®Ca através de inibigdo do contratransporte Na'-Ca*, processo este
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responsavel pela extrusdo ativa de calcio das células insulares éHERCHUELZ et al,
1980'%). A inibicdo do contratransporte Na'-Ca® pode resi.litar da geracdo
aumentada de prétons, que competem com calcio por sua saida, via

contratransporte Na™-Ca®* (CARPINELLI et al, 1980%).

Em células beta isoladas de camundongo, GRAPENG!ESSER, GYLFE
& HELLMAN (1988%) observaram a ocorréncia de efeito dual Qde glicose sobre o
célcio citoplasmatico. Assim, apds estimulo com glicose (202 mM)}, constataram

decréscimo inicial, seguido de aumento da atividade do céicio citéosélico.

O efeito de glicose sobre os fluxos de célcgo & estreitamente
dependente do seu metabolismo (SENER, LEVY & MALAISSE, 1@976"’3‘), Assim, ATP
(relagdo ATP/ADP) gerado nesse processo, ao causar o fechamento de canais
K*ate, provoca despolarizag@o da membrana plasmatica e subseﬁﬁente abertura dos
VDCCs. A entrada de Ca”, afravés desses canais, é étapa essencial do
mecanismo pelo qual glicose estimula a secrecéo de insulinaé pelas células beta
(ASHCROFT, KELLY & SMITH, 1990"°). Em oposicéo a argumenétos prévios de acéo
inibitéria direta de glicose, sobre o transporte de saida de Caiz" (HERCHUELZ &
MALAISSE, 1981' WOLLHEIM & SHARP, 19817%), entendé-se hoje que esse
processo é, de fato, estimulado por glicose (HELLMAN et ai, 1992'°). O mais
notavel efeito de glicose, sobre o metabolismo de Ca® na célulaé beta, & aumentar o

turnover desse cation (HELLMAN et al, 1992"").

Vérios tipos de VDCCs foram identificados, utilizando-se técnicas
eletrofisiolégicas e genéticas, sendo designados L, N, P/Q, Re T (HOCKERMAN et

al, 1997'®). Em células beta de rato, dois dentre esses tipos jé foram identificados
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(ASHCROFT, KELLY & SMITH, 1990"). Canais L (fong fasting), assim chamados
em razéo da propriedade — longa durag@o - apresentada por sua corrente, e
canais T (lransient), que apresentam corrente transitéria, conseqiente a sua
inativagio relativamente répida. Os canais tipo L tém estrutura primaria
estreitamente relacionada com os canais de Na' voltagem-dependentes. S&o
ativados por grandes despolarizagdes, sendo inibidos por bloqueadores de canais
de Ca* (v.g. verapamil e nifedipina) e modulados pela proteina-quinase dependente
de AMPc e proteinas-G. Medeiam a entrada do Ca** que desencadeia a secregdo
de insulina (SMITH, RORSMAN & ASHCROFT, 1989°% ASHCROFT, KELLY &
SMITH, 1990'® PLASMAN et al, 1990°®; CATTERALL & EPSTEIN, 1992%).
Diidropiridinas s&o moduladores alostéricos e podem agir no canal de Ca* tipo L,
tanto como agonistas, favorecendo o estado aberto, quanto como antagonistas,

favorecendo o estado inativado (HOCKERMAN et al, 1997"%).

A subunidade alfa 1 (CACN4) dos VDCCs tipo L é o maior componente
desses canais em células beta pancreéticas e atua como sensor de voltagem, bem
como poro de condugdo idnica. Estudos em modelos animais, com hiperglicemia
crénica ou em jejum, indicaram que, nesses estados funcionais, reduzidos niveis do
RNA mensageiro de CACN4, em ithotas pancreaticas, estéo assfociados a respostas

prejudicadas da secre¢éo de insulina diante de estimulos (SE!NO, 199579,

Além de glicose e outros nutrientes, agentes ndo-metabolizaveis séo
capazes de abrir os VDCCs, através da inibicdo dos canais K'arp (sulfoniluréias)
(TRUBE, RORSMAN & OHNO-SHOSAKU, 1986®) ou através de despolarizagio

(KCI, arginina) (HENQUIN & MEISSNER, 1984').

Os nutrientes, além de proverem metabdlitos que agem nos canais de
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K' (e.g. ATP), também produzem metabdlitos moduladores que sensibilizam a
entrada de Ca® em resposta a iniciadores da secrec@o de insulina (AMMON &
WAHL, 1994°). Assim, ha evidéncias sugestivas de que o metabolismo de glicose
pode controlar o estado funcional dos VDCCs (SMITH, RORSMAN & ASHCROFT,
1989%42) determinando, dessa maneira, a quantidade de célcio entrante e a

extensao da exocitose por ele provocada.

A identidade do segundo mensageiro que liga. o metabolismo de
glicose a ativagdo dos VDCCs ndo foi estabelecida. Dois candidatos sdo o AMPc,
que provoca ativagéo da proteina-quinase A (PKA), e o diacilglicerol, que ativa a
proteina-quinase C (PKC) (ASHCROFT et al, 1992"). Fosforiiaé,éo do canal de Ca*
pela PKA é, provavelmente, o mecanismo pelo qual a elevagio dos niveis de AMPc
resulta em influxo aumentado de Ca* e secregdo de insulina nas células beta

(RAJAN et al, 19907*.

Em adigdo ao fluxc de Ca” via VDCCs, determinou-se que
aproximadamente 20% da corrente desse ion flui através de outro tipo de canal de
Ca® (GILON et al, 1997%), que é resistente, tanto & nifedipina, quanto aos

antagonistas peptidicos desse canal (MAGNELLI et al, 1995'%).

Trés sistemas transportadores podem retirar Ca™ da célula beta. O
primeiro é um sistema de transporte ativado por calmodulina, baseado em uma
ATPase de alta afinidade, que retira energia da hidrélise do ATP (PERSHADSINGH
et al, 1980%). O segundo é um contratransporte Na*-Ca®, dit;igido pelo gradiente
de Na* e pelo potencial de membrana através do plasmaierﬂa (HELLMAN et al,

1980""?). O terceiro & um processo de troca Ca** x Ca® entre os meios extra e
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intracelutar (HERCHUELZ, COUTURIER & MALAISSE, 1980'%"),

1.2.2. INFLUENCIAS DO CICLO ALIMENTAGAO-JEJUM NO

RITMO DA SECREGAO DE INSULINA

Alteracbes da temporizacdo alimentar podem sefvir para deslocar a
fase, ao menos parcialmente, de alguns ritmos circadianos humanos (HALBERG,
1974'®) e, em especial, dos ritmos circadianos de horménios piasmaticos, tais como
insulina e glucagon (REINBERG, 1983%"). Qutrossim, em animais de laboratério,
tais alteragbes podem, também, estar associadas a mudangas drasticas de
atividade, busca de alimentos, efc. Sugere-se, dai, que o efeito sincronizador da
temporizagéo da alimentag8o pode depender da alteragiio do ciclo didrio de
atividade e dos ritmos relacionados, ao invés de depender da éiterac;éo dos efeitos
diretos dos nutrientes (REINBERG, 1974%"°). A persisténcia d-é ritmos circadianos
durante condicbes de jejum é conhecida por fenémeno de Chossat (REINBERG &

SMOLENSKY, 1983%'%).

Comparado com humanos, o rato pode ser considerado um animal que
ingere somente uma grande refeicéo por dia, preponderanteniente no periodo de
auséncia de luz (DEUEL et al, 19387%). As oscilagdes dessa iégestéo culminam as
23 h, havendc um segundo pico, menor, as 5 h (AHLERSOVA ét al, 1992%). Embora
os rtmos alimentar e da insulinemia possam ser siﬂcronizadéos pelo ciclo claro-
escuro, as relacbes de fase néo sdo fixas, e um ritmo ndo-necessariamente dirige o

outro (TEDFORD & MEIER, 1993%°). Quando alimentagéio é fornecida somente
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durante o periodo de luz, com disponibilidade restrita a somenteé poucas horas {(i.e. 4
hf24 h), os ritmos circadianos do animal sofrem deslocamento &e fase (REINBERG,
1974%'%). N&o obstante, a maioria, sendo todos, os ritmos cité'cadianos persistem
durante jejum ou durante dieta bastante restrita (REINBERG: 1974*'%). Assim, a
ingestao alimentar, provavelmente, exerce efeito mascaradéor direto sobre a
insulinemia, através de suas agbes sobre a glicemia. O cicip alimentacao-jejum
seria, no maximo, um zeitgeber fraco (MINORS & WATERHOUSE, 1986'%), o que,
no entanto, conflita com a idéia de que & um poderoso sinaonizédor (SENSI, PACE-

PALITT! & GUAGNANO, 1993,

Diversos pesquisadores demonstraram inib%g:é{j da secrecdo de
insulina, estimulada por glicose, em ilhotas isoladas de ratos gsubmetidos a jejum
durante 48 horas (SCHAUDER et al, 1979, TAMARIT-R(){;DRIGUEZ, VARA &
TAMARIT, 1984%% CARPINELLI et al, 1986"; VARA et al, ?9858237). Nesse mesmo
tipo de preparacéo também se constatou inibicdo da sintese iir.éaidica, bem como do

influxo de ®*Ca (VARA et al, 1988%%).

Seres humanos, apés jejum durante 48 horas, méntiveram 0 padrao
bifasico da secre¢do de insulina, semelhante ao observado ncé; grupo-controle em
jejum overnight (FINK et al, 1974%). Estes autores constatarami porém, decrescimo
da secrecdo em ambas as fases, a semelhanca do que veriﬁ;:aram em pancreas

isolado de rato, apds igual periodo de jejum.

Jejum tambeém inibiu a secregdo de insuiiria estimulada por
aminoéacidos (ASHCROFT, 1981'°; BODEN et al, 1981%; WELsH & ANDERSSON,
1982%"%), aminoacidos mais tolbutamida (BODEN et al, 1981%), inosina (CAPITO &

HEDESKOV, 1976%), acido a-cetoisocaprdico (WELSH & ANPERSSON, 19827,
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CARPINELLI et al, 1986"), acetilcolina (FELDMAN & LEBOVITZ, 1973%), alta
concentragio extracelular de potdssio (ASHCROFT, 1981™) e hipoglicemiantes
orais (BOSBOOM, ZWEENS & BOUMAN, 1973%; FELDMAN & LEBOVITZ, 1973%:

ASHCROFT, 1981"%).

Jejum durante 24 horas aumentou (de 56 para 83 mM) o limiar
estimulatoric a glicose, do pancreas isolado de rato (BOSBOOM, ZWEENS &
BOUMAN, 1973%). Idéntico resuitado obtiveram EFENDIC et al (19767), no mesmo
tipo de preparagdo, registrando, também, aumento do K Qaparente a glicose.
Desliocamento da curva dose-resposta a glicose, para a direi?‘ta, com reducgéo de
inclinagéo, também foi constatado por BOSBOOM, ZWEENS & BOUMAN (1973%).
O jejum teve, porém, pouco efeito sobre a resposta secretoria maxima a glicose
(BOSBOOM, ZWEENS & BOUMAN, 1973%; EFENDIC et al, 197677). Os resultados
acima indicam que jejum reduziu acentuadamente a sensibilidade do pancreas
endacrino a glicose (BOSBOOM, ZWEENS & BOUMAN, 1973:”). Neste particular,
considera-se possivel que a sensibilidade a glicose, do mecan-i%smo da secregao de
insulina na célula beta, sofra redugdo antes de o jejum: provocar qualquer
decréscimo do contetdo de insulina do péncreas (MALAISSE, MALA&SSE—LAGAE &

WRIGHT, 1967,

Resultados diametralmente opostos s&o, contudo, relatados por
JOOST & BECKMANN (1980™"). Eles constataram, em sistema de perfusdo de
pancreas extraido de rato mantido em jejum durante trés dias,g manutencdo do Ky
da curva dose-resposta a glicose, da secre¢io de insulina. A resposta maxima,
porém, reduziu-se quase linearmente com o tempo de jejum. Aésim, concluiram que

jejum néo reduz a sensibilidade das células beta a glicose.
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Os processos celulares responsaveis pela inibigdo da secregdo de
insutina no jejum n&o sdo, ainda, totalmente conhecidos. Evidéncias de inumeros
estudos sugerem base metabdlica para essa inibigao, quéndo a secregao &
provocada por glicose ou inosina (ASHCROFT, 1981 '%). Nesse sentido, mostrou-se
que o metabolismo de glicose em ithotas isoladas foi reduzido apés jejum, e que a
oxidagdo de glicose foi paralela & taxa da secregdo de insulina (HEDESKOV &
CAPITO, 1974'; LEVY et al, 1976' BURCH et al, 1981*). CAPITO & HEDESKOV
(1974*) sustentaram a hipotese de que a redugdo do metabolismo de glicose é o
defeito primario do mecanismo da secre¢do de insulina durante jejum, enquanto
LEVY et al (1976'%) demonstraram bloqueio do metabolismo nas etapas iniciais da
glicolise. Adaptacéo, induzida por jejum, de enzimas-chave da glicolise (v.g.
glicogquinase, hexoquinase e fosfofrutoquinase) poderia, ao menos parciaimente,
explicar esse bloqueio (MALAISSE, SENER & LEVY, 1976"°). Por outro lado,
GIROIX et al (1984%) propuseram que aquela inibigdo é resultado de prejuizo da
funcéo dual de glicose como precursor, tanto de intermediarios, como de ativadores
glicoliticos adequados da fosfofrutoquinase. Independente das explicagbes
possiveis, verificou-se que a realimentagdo com dieta rica em carboidratos

desbloqueia a resposta secretéria a glicose ap6s jejum (BEDOYA et al, 1986%").

Inibicdo do sistema adenilatociciase-AMPc, com diminuic@o intraceiular
desse nucleotideo, seria fator preponderante na reducéo da secrec¢ao de insulina no
jejum (HOWELL, GREEN & MONTAGUE, 1973"; RABINOVITCH et al, 1976%"*;
WOLTERS, KONIINENDIJK & BOUMAN, 1977%'; BOUMAN, WOLTERS &
KONIJNENDIJK, 1979%). Reversdo, por teofilina, da redugdo da secregio de

insulina, em camundongos submetidos a jejum durante 60 horas, reforca essa
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hipétese (WELSH & ANDERSSON, 1982°"°). Assim, a inibig:éé do metabolismo de
glicose seria um fendmeno adicional independente, que sé manifestaria apés
periodos de jejum superiores a 24 horas (WOLTERS, KON!JNéND!JK & BOUMAN,
1977%*"). Em concordancia com essa idéia, ZAWALICH et al i19?92“) verificaram
que a metabolizagdo de glicose, por ithotas de rato, n&o foi éa'lterada apds jejum

durante 24 horas.

Em células beta o jejum reduz a atividade da gﬁccéquinase de maneira
tempo-dependente, o que pode ser prevenido por glibené%amida ou insulina
(LENZEN, TIEDGE & PANTEN, 1986'). Essa enzima age §como glicorreceptor
adaptativo da célula beta, correlacionando a glicose saﬁgﬁineali com a secregdo de
insulina (BURCH et al, 1981%). Em outro sentido, constatou—%a que dois dias de
jejum reduziram pela metade a expresséo génica do GLUT2, enf células beta de rato

(TIEDGE & LENZEN, 1995%).

Por outro lado, ndo ha correlacéo entre a reduzida sensibilidade do
mecanismo secretor de insulina e 0 metabolismo de glicose ﬁa via das pentoses
(HEDESKOV & CAPITO, 1975™). Entretanto, aumentada taxa da oxidago de
acidos graxos livres, refratdria & inibigdo por glicose, podé contribuir para a
reducdo, provocada por jejum, da secregfo de insulina. (TA@AR!T—RODRIGUEZ,

VARA & TAMARIT, 1984%%).

Além dos aspectos da participacéo do metaboiisémo, do AMPc e da
glicoquinase, varios outros fatores tém sido estudados como n‘énediadores do efeito
de jejum sobre a secregdo de insulina. Mencionam-se, assim: aliteragées na cascata
da fosfolipase Ajfacido aracddnico (TADAYYON, BONNEY & GREEN, 1990%");

depress&o da atividade insular da aminoglicosidase écida (LUNDQUIST &
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LOVDAHL, 1983'%); alta atividade secretéria das células betai (SCHAUDER et al,
1979%%);, manuseio intracelular alterado de Ca* (WOLTEERS, WIEGMAN &
KONIJNENDIK, 1981%%) e participagdo de monoaminas endééenas (FELDMAN &
LEBOVITZ, 1973%). Em outro sentido, EFENDIC, CERAsi & LUFT (1975™)
consideram improvavel que catecolaminas medeiem a redug:%éo da secre¢do de

insulina durante jejum.

Finalmente, BRODOWS (1985%) verificou qué jejum aumenta a
capacidade de insulina inibir sua prépria secre¢do. Segundo eéte autor, influéncias
inibitérias aumentadas de insulina sobre a célula beta, durante fejum, podem ser um
mecanismo fisioldgico importante para a diminuida secregdo ﬁesse horménio, na

transigdo do estado alimentar para o jejum.

1.3. PROPOSICAO DO TRABALHO

Considerando que o processo da secregdo de insulina apresenta
variagdo circadiana, tanto in vivo quanto in vitro, e que reaéodeiagéo de fluxos
catidbnicos na célula beta é etapa fundamental da secregéo, %propusemo—nos, em
ilhotas isoladas de rato: (1) confirmar a ccorréncia de variaqécé: diaria da secre¢io
de insulina in vitro; (2) investigar uma possivel variagéo diérié da permeabilidade
membranar a potassio e caicio e (3) estabelecer correlagéo témpofal entre esses

processos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, machos, de trés a sete meses de idade, procedentes do biotério da
UNICAMP. Até utilizag8o, os animais permaneceram em gaiolas coletivas (por no
minimo dez dias de adaptacéc) no biotério do Departamentd, a 23 + 2 °C, sob
iluminagdo provida exclusivamente por Ilampadas fluorescentes, ligadas e
desligadas automaticamente as 06:00 e 18:00 h (07:00 e 19:00 h no horério de
veréo), respectivamente. Forneceu-se racéo balanceada e agua ad libitum, sendo a
limpeza das gaiolas executada apés as 15:00 h (16:00 h no horério de verdo). Os
ratos submetidos a jejum (48 horas) receberam apenas dgua durante esse periodo

pré-experimental.

2.2. ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

As ilhotas foram isoladas seguindo-se a técnica originaimente descrita
por MOSKALEWSKI (1965'"), aplicada a pancreas mufino por LACY &
KOSTIANOVSKY (1967'"), com as modificagbes introduzida}s por BOSCHERO,
DELATTRE & SANTOS (1980™) e SUTTON et al (1986>*®). Em cada experimento,

um a trés ratos foram sacrificados por concussado cerebral e decapitados para
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sangria. Apos laparotomia e localizag@o do ducto biliar comumé, este foi ocluido no
extremo distal, junto ao duodeno, e dissecado préximo ao ped%wic hepatico, onde
se introduziu uma céanula de polietilenc no sentido da desemboi:adura. Cerca de 15
ml da solu¢do de Hanks (MHanks), contendo 9 mg de colagenasef e glicose (1,4 mM),
foram injetados via canula, provocando, por fluxo retrégrado, a divulsgo do tecido
acinoso. Procedeu-se, entdo, a ablagéo do pancreas, que foi tia&sferido para tubo
de ensaio de vidro (12 x 1,5 cm) e incubadc sob borbulhar de carbogénio, por

cerca de 18 minutos, a 37 °C.

Em seguida, ainda a 37 °C, o contetdo foi ag%tad_oé suavemente por um
a dois minutos e vertido em béquer. Apds mistura com Haié';ks (ca. 50 ml), foi
lentamente aspirado e ejetado com seringa e decantado durahte dois minutos. O
sobrenadante foi entdo aspirado, e o sedimento ressuspenso erén Hanks (ca. 80 mi).
Repetindo-se as operagdes, as ilhotas foram lavadas quatro ve:»_i'es e segregadas do
tecido acinoso, colagenase e enzimas pancreaticas, O produteé» final foi transferido
para placas de Petri, de onde, sob lupa, as ilhotas foram coiefadas por aspiragao,

com auxilio de pipeta de vidro de ponta afitada.
2.3. SECREGAO DE INSULINA EM CONDIGAO ESTATICA

As ilhotas foram isoladas de ratos alimentados ad ?ibitum, sendo entéo
coletadas alternadamente (grupos de cinco) em placas de poli;propilenc contendo,
em cada pogo, 0,75 ml da sclugdo-tampéo de Krebs*Ringer? suplementada com

albumina bovina (1 mg/ml) (Krebs), & qual se adicionou gliccrése (5,6 mM) . Apés
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incubacgdo por 30 minutos, a 37 °C, em atmosfera de carbogénio para ajuste do pH
7.4, 0 Krebs foi aspirado sob lupa e substituido por 1,0 ml do mesmo tampéo (pré-
aquecido a 37 °C e borbulhado com carbogénio), sem glicose, ou dela contendo
concentragbes de 2,8 (G 2,8); 56 (G 56); 83 (G 83); 111 (G 11,1), 16,7 (G 16,7}
e 27,7 mM (G 27,7). Procedeu-se a nova incubagdo, por 60 minutos, nas condicdes
referidas acima. As placas foram entdo mergulhadas em gelo, ‘e 0s sobrenadantes
transferidos para tubos de ensaio e conservados a - 20 °C, até dosagem da insulina
secretada. Em cada horério, o protocolo experimental foi executado entre trés e

ciNco vezes.

2.4. DOSAGEM DE INSULINA

A insulina imunorreativa de rato secretada in vifro foi dosada pela
técnica de radioimuncensaio (RIE) (YALOW & BERSON, 1960*®), utilizando-se o
procedimento de separagéo das fragdes peio polietilenoglicol {PEG), desenvolvido
por DESBUQUOIS & AURBACH (19717°). As etapas do ensaio sdo resumidas

abaixo.
AMOSTRAS

Aliquotas de 10 ul do meio de incubagéo de ilhotas, em duplicatas,
foram transferidas para tubos de ensaio de polipropileno (7.5 x 1 cm} e o volume

completado até 100 pl com Krebs.
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PONTOS DA CURVA

Em cada RIE executou-se, em quadrupticata, uma -écurva de referéncia
com insulina murina comercial, liofilizada, que foi diluida em Kr@bs, resultando nas
seguintes concentragdes: 50; 100; 250; 500 e 1000 pg/100 pl. Cada tubo recebeu

100 ! da diluigo.
CONTROLES

Em paralelo, foram executados {em triplicatas) o TOTAL que recebeu
unicamente 100 ul da solucdo de insulina marcada, o BRANCO que recebeu
100 pl de Krebs, 100 ul de tampdo veronal albuminado (1 ni'xglml) e 100 pl da
solucdo de insulina marcada, e o ZERO INSULINA, no qu;zﬂ se adicionaram,

inicialmente, 100 pl de Krebs.
POOLS

Ao final de cada protocolo de RIE, incluiram-se reélicatas (10 pl cada)
de um pool alfo (G 16,7 ) e de um poo! baixo de secregéo (G Oj, 0s quais serviram
de indicadores da exatiddoc e precisédo do ensaio. Comp?etou-se 0 volume

adicionando-se 90 il de Krebs.

Aos tubos que continham amostras, pontos da cu?rva, zero insulina e
pools adicionaram-se 100 ul da solugdo de anticorpo’. §lgualmente, foram

acrescentados 100 pl da solucdo de insulina marcada® . Misfturou»-se em vortex

! Guinea pig anti-insulin serum (GPAIS), previamente titulado (1:75 000 de cjiiuigﬁo final no tubo do

RIE) e diluido em tampéo veronal albuminado.

? Insulina porcina marcada com "% (monoiodada; ca. 22 Thg/mmol).
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e incubou-se por trés horas, em temperatura ambiente.

Para a separacéo das fragdes da insulina mar{:adaé (livre ou ligada ao
anticorpo), foram adicionados aos tubos (excegdo ao TOTAL) 106 ul de soro strip® e
1,0 ml da solugdo de PEG* (18 g/dl). Misturou-se em vértex e ceétrifugou—se a 1700
g (10 °C) por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e a radioatividade do

precipitado lida em contador gama.

Para os calculos, a radiagdo média (cpm) do BRANCO (precipitagcéo
inespecifica) foi descontada de todos os tubos (exceg¢éo ao TOfAL). A radiagéo de
cada PONTO DA CURVA e das AMOSTRAS foi referida Epercerﬂ:ual;'nenites- a
radiagdo média dos ZERO INSULINA, resultando na relag8o ?81805. A curva de
referéncia foi tragada em pape! logito®, dispondo-se B/Bo versﬁs concentragéo de
insulina. Enfrando-se (na curva) pela razéo B/Bo de cada AMOESTRA, determinou-
se a quantidade de insulina imunorreativa nela presente. Os resultados finais

foram expressos em nanogramas/ilhota por 60 minutos de swegéo.

? 0 soro strip (soro isento de insulina) foi preparade adicionando-se carvéb ativado (1,25 g/dl) e

dextrana Ty (0,25 g/dl) ao soro bovino, misturando-se por 2 horas e cefltﬁfugando—se diversas
vezes, até que o s0ro se apresentasse limpido.

* O PEG foi dissolvido em tampdo fosfato 0,05 M ( pH 7,5) e misturado por 30 minutos. Ajustou-se o
pH 8,6 pela adigdo de NaOH 1 N. Sua temperatura foi reduzida a 4 °C antes da adigéo.

® Bound da AMOSTRA ou PONTO DA CURVA + bound do ZERO iNSUUM;A. Relagio, geraimente

expressa em percentagem, entre a radioatividade (cpm) do precipitado (neése tipo de técnica em
particular) da AMOSTRA ou PONTO DA CURVA e a radioatividade do ZEROEINSULINA.

8 jogito B/Bo = In [(B/Bo) / 1—(B/Bo)].
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2.5. EFLUXO DE *Rb

Dois grupos, contendo entre 80 e 150 ilhotas cada um, isolados de
ratos alimentados, foram incubados (75 min) em 300 pl de Krebtés' provido de glicose
(5,6 mM) e *RbCI (ca. 400 KBqg), em atmosfera de carbogénio.-éApés trés lavagens
com G 5,6 gelado, as ilhotas foram transferidas para duas céma’éras de perfuséo, de
polipropileno (Swinnex, SX0QO0 01300, Millipore, [0,3 ml cada}), iésupridas de filtro de
acetato de celulose (Miliipore SCWP 01300; poros de 8 um). As camaras foram,
entdo, conectadas ac sistema de perfuséo, acionado por uma b{éamba peristaltica de
dois canais, com fluxo de 0,8 mi/minuto por cédmara. Durantefé todo o periodo de
perfusdo, as solugdes foram borbuthadas com carbogénio e émantidas a 37 °C.
Decorridos os 20 minutos iniciais de perfusdo e estabilizagio ccm & 5,6, iniciou-se
a coleta do efluente, a intervalos de dois minutos, em frascos de cintitac8o, durante
60 minutos. Nos 20 minutos iniciais de coleta (20° ao 40° min), mianteve—se a mesma
solugéo perfusora. Entre 0 40°e 0 60° minuto, a solugéo foi subsiituida porGOou G

8,3. A partir dai, perfundiu-se G 5,6 até o final.

A medida da radiagao’ (cpm) foi feita em contador de cintilagéo liquida,

7 %Rb foi usado, nesses experimentos, como tragador do movimento de potéssio, por apresentar
maior meia-vida (18,6 dias) que o “’K (12,4 h) e cinética de efluxo equivalente a do isétopo natural
de potassio. Os resultados obtidos em ifhotas pré-carregadas de %Rb foram i&émicos aqueles obtidos
com K, em termos da influncia de agentes estimulantes sobre a radioatividade efluente
(BOSCHERGC et al, 1977%). Correntemente, assume-se que alteracdes do eﬁuxo de *Rb, de ilhotas
pré-marcadas, refletem alteragdes equivalentes da permeabilidade da niiembrana plasmatica a
potassio (MALAISSE, 10877°). :
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por efeito Cerenkov.

Os resultados foram expressos em efluxo percentual por minuto, em
relacdo & radioatividade imediatamente pré-existente nas ilhotas (ie. efluxo
fracional ou taxa de efluxo). O nimero de experimentos executados em cada tipo de

protocolo ¢ indicado nos Resultados.

2.6. EFLUXO DE *Ca

Dois grupos, contendo entre 110 e 160 ilhotas, isolados de ratos
alimentados, foram incubados em 300 pl de Krebs modificado (desprovido de “Ca),
contendo glicose (16,7 mM) e *CaCl, (ca. 800 KBq). Nos 10 minutos iniciais, o pH
da solugso foi ajustado pela passagem de carbogénio. Apos 90 minutos, a 37 °C, as
ithotas foram lavadas quatro vezes com Krebs modificado, gelado, contendo glicose
(16,7 mM), para remover o “Ca extracelular, sendo entdo transferidas para duas
camaras de perfusdo (0,3 ml cada), supridas de filtro Millipore SCWP 01300. As
camaras, submersas em banho a 37 °C, foram conectadas ao sistema de perfuséo,

acionado por uma bomba peristltica de dois canais, com fluxo fixado em

® Efeito Cerenkov é a emissdo de radiagio eletromagnética (visivel ou ultravioleta) produzida pela
passagem de uma particula veloz e carregada (o, f , etc.) através de um meio transparente. Ocorre
quando as particulas de alta energia apresentam velocidade superior a da luz nesse meio, induzindo
a polarizagdo de moléculas que, ao retornarem ao seu estado fundamental, emitem fétons (350-800
nm). Estes podem excitar o fotocatodo do contador de cintilagdo iiquida' e ser lidos como cpm

(TURVER, 19887°; SIMONNET, 1990°%).

46



1,1 ml/minuto por cdmara. Durante todo o pericdo de perfusdo, as solugbes foram
borbulhadas com carbogénio e mantidas a 37 °C. Apds 30 minutos de adaptagéo as
condigdes experimentais, perfundindo-se G 0, iniciou-se a coieta do efluente, minuto
a minuto, em frascos plasticos de cintilagdo, por 40 minutos. Durante 14 minutos,
manteve-se a perfusdo por Krebs desprovido de glicose (mas com “Ca [1 mM)),
ap6s 0 que a solugdo passou a conter glicose (16,7 mM). A radioatividade de cada
amostra do efluente foi medida em contador de radiagéo be;&a, apos adigdo do

liguido de cintilagéo.

Os resultados mostrados (% por min) representam a taxa de efluxo (i.e.
efluxo fracional) de **Ca e indicam o percentual de radiaco liberada a cada minuto,

em relacéo ao total existente na camara, no inicio de cada amostragem.

Em cada horério, 0 n experimental variou entre trés e seis.

2.7. CRONOLOGIA DOS EXPERIMENTOS

Os trés tipos de experimentos (itens 2.3., 2.5. e 2.6.) foram executados
a partir dos seguintes horarios (hora de sacrificio dos ratos): 00:00, 04:00, 08:00,
12:00, 16:00 e 20:00 h (0, 4, 8, 12, 16 e 20 h, respect.). Pai‘a cada um desses
horérios, © momento de inicio da incubagao estatica, ou da perfusdo das ilhotas, foi

aproximadamente constante (+ 15 minutos).

A sequéncia de opc¢des, por um ou outro horario, a cada dia de

experimentacéo, foi aleatbria, conforme comprovado pela apiicagéo do tesfe da
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mediana (HOEL, 1961'?*). Cada tipo de experimento foi executado em separado dos

demais.

2.8. DETERMINAGAO DE PARAMETROS DOS EFLUXOS

As curvas do efluxo fracional de *®Rb e “Ca, de cada experimento,
receberam tratamento matematico, definindo-se quatro pardmetros para cada tipo

de protocolo, conforme discriminados abaixo e ilustrados na figura 1.

2.8.1. PROTOCOLOS DO EFLUXO DE *Rb
28.11. G56 - GO0 —» G5,6

A) AREA G 5,6

Mediu-se a area integrada sob a curva do efluxo fracional de *Rb,
entre 0 22° e 0 40° minuto de perfuséo (G 5,6}, considerando-se como base o valor

Zero da ordenada.
B) INCLINAC[\O G 5,6

Determinou-se a inclinagdo da curva de regresséo exponencial dos

valores do efluxo fracional de **Rb, entre 0 22° e o 40° minuto de perfuséo (G 5,6).
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C) A%

O aumento percentual do efluxo fracional de *Rb (4%), ap6s a retirada
de glicose do liquido de perfuséo, foi calculado aplicando-se a equacéo: [(efluxo

médio dos trés valores de pico + efluxo médio do 36° ao 40° min) — 1] x 100.
D)AREAG O

Calculou-se a érea integrada sob a curva do efluxo fracional de *Rb,
entre 0 42° e o 60° minute de perfusdo (G 0), considerando-se ¢omo limite inferior a
projecdo horizontal, nesse periodo, do valor médio do efluxo entre o0 32° e 0 40°

minuto de perfusao.

281.2. G56 —» G83 —» G456

Os parametros (A) e (B) foram calculados conforme descrito acima.
C) 4%

A reducdo percentual do efluxo de *Rb (4%), apés incremento de
glicose (de 5,6 para 8,3 mM) na solugéo perfusora, foi calculada aplicando-se a
equacéo: [ 1 — (efluxo médio do 56° ao 60° min + efluxo médio do 36° ao 40° min de

perfusao)] x 100.
D) AREA G 8,3

Calculou-se a area integrada sobre a curva do efiuxo fracional de

¥Rb, entre 0 42° e 0 60° minuto de perfusado (G 8,3), com o limite superior fomecido
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pela projecdo, nesse periodo, da regressdo exponencial dos valbres do efluxoem G
56 (22° ao 40° min). Areas eventualmente posicionadas acima desse limite foram

(de forma algébrica) somadas ao conjunto.

2.8.2. PROTOCOLOS DO EFLUXO DE “Ca

G0—-»G16,7

A)AREAGO

Mediu-se a area integrada sob a curva do efluxo fraé:ional de 45Ca, entre
0 31°e ¢ 44° minuto de perfusdo (G 0), considerando-se como t}ase o valor zero da

ordenada.
B) INCLINACAO G 0

Determinou-se a inclinagdo da curva de regresséo exponencial dos

valores do efluxo fracional de “°Ca, entre o0 31° e 0 44° minuto dé perfuséo (G 0).
C) 4%

A reducéo percentual do efluxo fracional de “*Ca (zf%), apés introdugéo
de giicose (16,7 mM) na solugdo perfusora, foi calculada apiicéndo—se a equacao:

[1 - (efluxo médio do 46° ao 49° min + efluxo médio do 40° ao 44° min)] x 100.
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D) AREA G 16,7

Mediu-se a area integrada sob a curva do efluxo fracional de “Ca, entre
0 46° e 0 58° minuto de perfusé&o (G 16,7), fixando-se como limite inferior a projec&o,
nesse periodo, da regress&o exponencial dos valores de efluxo?, entre 0 31° e 0 44°

minuto.

2.9. REAGENTES

Todos os produtos quimicos utilizados para isoiaémento, incubagéo e
perfusdo de ilhotas, bem como para RIE, possuiam grau anaiitifco de pureza (P.A.).
Albumina bovina fragdo V-RIA grade e carvdo ativado forar#é; obtidos da Sigma
Chemical Co (St. Louis, Mo). Colagenase P foi adquirida da Bhringer Mannheim
Corp {Iindianapolis, IN). Dextrana T, da Pharmacia (Uppsaléa, Suécia). Insulina
murina do Novo Research Inst. (Bagsvaerd, Dinamarca). Antic;orpo antiinsulina foi
gentiimente doado pelo Dr W. J. Malaisse (Bruxelas, Béigica). PEG 6000 foi obtido
da Reagen (Rio de Janeiro). Agente tensoativo Tinoventine foi ;adquirido da Coema
(S#o Paulo). Omnifluor, “Ca (*CaCl,), ®Rb (¥*RbCl) e ‘zst-insuiié'la foram comprados

da New England Nuclear Corp. (Boston, Mass).
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2.10. SOLUGCOES

A solug@o para isolamento de ilhotas pancreaticas (HANKS) foi

preparada de acordo com HANKS & WALLACE (1949'%), apresentando a seguinte

composigao (g/l):
NaCli 8,000
KCi 0,400
CaCl; anidro 0,140
MgS0..7H,0 0,200
Na,HPO, anidro 0,048
KHPO, 0,060
NaHCO; 0,350
H20 deionizada {(q.s.p.) 1 000 mi

No momento de uso, adicionou-se glicose (250 mg/l de solugdo [1,4

mMj).
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A soluc@o-tampéo bicarbonato de KREBszEN-GER (KREBS), para
incubacao e perfuséo de ithotas, bem como para o RIE, tem a séguinte composigao

(g/l):

NaCli 26,886
NaHCO; 8,065
KCi 1,491
MgCl,.6H;0 0,813
CaCl.2H0 0,588
H,O deionizada (q.s.p) 1 000 mi

No momento de uso, foi adicionada albumina boviha (1 mg/mi). O pH

(7.4) foi obtido ap6s equilibrio com carbogénio. O CO; integra o iampéo.

O TAMPAO VERONAL (0,15 M e pH 7 4), usado né) RIE, foi preparado

conforme a formulagio abaixo (g/):

Solugdo-estoque

Barbital sédico 29,428
Acetato de sédio 19,428
H,0 deionizada (q.s.p.) 1 000 ml
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Preparagio para uso:

Solugdo-estoque 50 mi
HCIO,1 N 50 mi
NaCl 7659

H,0 deionizada (g.8.p.) 1 000 mi

O TAMPAO FOSFATO (0,05 M e pH 7,5) (usado para diluigdo do

PEG) (g/l) apresenta a seguinte composicdo:

Solugao-estoque (0,2 MepH 7 ,5)

KCI 1,490
KH,PO, 13,600
Na;HPO,.12H,;0 35,800
NaNO; 0,520
H.0 deionizada (q.s.p.) 1 000 mi

Preparacgéo para uso:
Solugao-estoque 250 mi
H,Q deionizada 750 mi

Acertou-seopH 7,5.
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LIQUIDO DE CINTILAGAO (1 1)

Omniftuor 2689
Tinoventine 330 mi
Tolueno 670 mi

2.11. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram expressos como média + epmé Para variaveis que
apresentaram distribuicdo normal (teste de normaiidaéde) e varidncias
homoscedasticas (testes de Bartlett ou F), foi utilizada estatisticaé parameétrica. Neste
caso, para multiplas comparagdes, utilizou-se a ANOVA unifato:é*ial, seguida do pos-
teste (Student-Newman-Keuls). Para comparagdes mﬂit&piasé com um controle,
utilizou-se o teste de Dunnett. Para comparacbes entre dois g;*upos (v.g. claro vs.

escuro) usou-se o teste f de Student, ndo-pareado.

Para varidveis que néo apresentaram distribuicéo :normai (v.g. valores
percentuais) e/ou apresentaram variancias heteroscedasticas, éapticaram«se testes
néo-paramétricos. Neste caso, para multipios contrastes, utilizo;zuse a ANOVA néo-
paramétrica (teste de Kruskai-Wallis), seguida do teste de Dunn. Mdaltiplas
comparacdes com um controle foram feitas de acordo com prdcedimento sugerido
por DUNN (1964, apud ZAR, 1984°®) e HOLLANDER & woLFE (1973, apud ZAR,
1984**). Para comparagdes entre dois grupos (claro vs. escurc:éa) usou-se o teste U

de Mann-Whitney. O teste da mediana foi utilizado para veriﬁcafr a aleatoriedade da
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sequéncia dos horarios de execucdo dos experimentos. O grau de relagéo linear
entre duas variaveis — coeficiente de correlacdo (r) de Pearson — foi determinado

pelo método dos minimos quadrados.

Diferengas com p > 0,05 foram consideradas n&o-significativas.
Resultados submetidos as ANOVAs, e que apresentaram significancias limitrofes,

também foram submetidos ao pos-teste.

Valores da secrec¢do de insulina que ultrapassaram o limite de dois

desvios-padrdes foram excluidos dos dados e da analise estatistica.



3. RESULTADOS



3. RESULTADOS

3.1. SECRECAO DE INSULINA EM CONDIGAO ESTATICA

A figura 2 mostra o efeito de concentragles crescentes de glicose,
sobre a secre¢do de insulina, por ithotas pancreaticas isoladas de rato e incubadas
(grupos de cinco) a 37 °C, por 60 minutos, em diferentes horas do dia. Em G 0, a
secrec¢éo variou entre 3,6 + 0,50 e 4,4 + 0,45 ngfithota por 60 minutos, s 16 e 8 h,

respectivamente, ndo ocorrendo diferenca entre horarios (p > 0,05).

Em G 2,8, a secre¢io minima também ocorreu as 16 h {36 + 0,40
ng/ilhota por 60 min), enquanto a maxima verificou-se as 20 h (5,2 + 0,50 ngfilhota

por 60 min), ndo havendo diferenca entre os valores.

Em G 5,6, a maior secregdo também foi registrada as 20 h (5,3 + 0,55
ngfilhota por 60 min), enquanto a menor foi observada as 12 h (3,8 % 0,50 ngfithota
por 60 min), sem diferenga entre horarios. Nenhuma das secregbes estimuladas por
glicose (2,8 ou 5,6 mM) superou aquela verificada na auséncia de glicose, no

mesmo horario.

No intervalo entre G 56 e G 83, os segmentos de curva referentes

aos experimentos das 0, 4 e 20 h situaram-se & esquerda dos demais.

Em G 83, a secrecdo verificada & 0 h (8,6 + 0,90 ng/ithota por 60 min)
foi superior aquela constatada 4s 8, 12o0u16h (57 + 085,53+ 060e 51 £ 0,80

ng/ithota por 60 min, respect.) (p < 0,05).
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Figura 2. Efeito de concentragdes crescentes de glicose sobre a secregéo de insulina, por
ilhotas de Langerhans iscladas de rato, em diferentes horas do dfia, e incubadas (grupos de
cinco) por 60 minutos, a 37 °C, em Krebs. Cada valor de secregdo representa a média (&
epm) de 11 a 30 observagdes. a: p < 0,05 vs. 8, 12 e 16 h. Os horarios indicam o momento
de sacrificio dos ratos.




Nas concentracbes de glicose superiores a 3,3 mM, n&o foram

verificadas diferencas de secrecéo por efeito da hora do dia.

Em G 27,7, a secre¢do variou entre 9.7 £ 065 e §1,0 + 0,70 ngfilhota

por 60 minutos, as 8 ou 12 h e as 20 h, respectivamente (N.S.).

Os resultados mostrados na figura 2 foram reuniéos em dois grupos,
de acordo com 0 periodo de sacrificio dos animais, a saber: 0 grupo do pericdo
claro, para os experimentos iniciados as 8, 12 cu 16 h, e o do éeriodo escuro, para
aqueles iniciados as 0, 4 e 20 h (Fig. 3). Para cada um dos girupos, calculou-se a

média (+ epm) da secrecfo de insulina verificada em cada aancéntragéa de glicose.

A figura 3 mostra que, na auséncia de glicose, naoé houve diferenca de
secrecdo de insulina entre grupos (4,1 £ 027 e 4,1 £ 0,28 nglilfaota por 60 min, nos
periodos claro e escuro, respect.). Para ambos os grupas néo se donstatou
diferenca entre as secregdes obtidasem G28o0u G 5,6, e a Wo na auséncia
de glicose. Também em ambos, verificou-se que G 8,3 pmvobou secrec&o acima
dos niveis basais (5,4 £ 0,45 e 7,4 + 0,44 ngfilhota por 60 min, réspect.) (p<005ep
< 0,001, respect.). Ndo obstante, no intervalo entre G 0 e G 83 a curva dose-
resposta do periodo escuro apresentou-se deslocada a eséquerda daquela do
periodo claro. Nesse periodo, as secre¢fes estimuladas por 628 G56e G883
foram, respectivamente, 21, 17 e 37% superiores as do periodé claro (p < 0,025; p
<0,05 e p < 0,0025, respect.). N&o se constatou influéncia do pe}-iodo do dia sobre a

secrecao estimulada por glicose, entre 11,1 e 27,7 mM.

Para minimizar os efeitos da variabilidade da sacreqéo basal entre

protocolos do mesmo grupo experimental, os valores iddividuais de cada

59



12

SECRECAO DE INSULINA ( ng/ilhota por 60 min)
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Figura 3. Comparacio dos efeitos de concentragdes crescentes de glicose sobre a
secregao de insulina, por ilhotas de Langerhans (grupos de cinco) isoladas de rato, entre
experimentos realizados nos periodos claro (8, 12 e 16 h) e escuro (20, 0 e 4 h) (horérios de
sacrificio dos ratos). As ilhotas foram incubadas por 60 minutos, a 37 °C, em Krebs. Os
valores de secrecdo representam a media (+ epm) de 46 a 77 observagfes e foram extraidos
dafigura2.a:p<0,05vs. G0;b:p<0,001vs. GO;c:p=0,05vs. claro; d: p<0,025 vs.
claro; e: p<0,0025 vs. claro.



experimento foram relacionados percentualmente a média da ésacregéo cbtida na
auséncia de glicose naquele protocolo, estando suas médias (& epm) representadas
na figura 4. As secrecbes percentuais observadas em G 2,8 (ent;re 85+12% as12h
e 136 + 15% as 16 h) ndo diferiram daquela verificada na auséréacia do secretagogo,
em todos os horarios. G 5,6 estimulou a secregdo de insulirja acima dos niveis
basais apenas nos experimentos das 20 h. Nesse hordrio, a secregéo foi 165 £ 18%
{p <0,05). Nessa mesma concentra¢do de glicose, as secregéesg observadas as 16 e
as 20 h (137 £ 15% e 165 + 18%, respect.) foram maiores que a observada as 12 h
(77 + 9%) (p < 0,05 e p < 0,002, respect.). A secrecdo estiméulada por G 8,3 foi
maior 4 0 h (254 1+ 25%) e &s 20 h (238 + 22%), comparada éqéueia das 8 h (138 +
13%) (p <0,01, para ambos). Ndo houve, entre horarios, dife?engas de secregdo
percentual nas concentracbes de glicose superiores a 8,3 mM Observou-se que,
entre G 0 e G 83, as curvas dose-efeito dos experimentosé do periodo escuro

situaram-se a esquerda daquelas obtidas 8s8e 12 h.

Os resultados da figura 4 foram tratados tal qual déscrito para aqueles
da figura 2. Assim, a figura 5 mostra n&o haver diferenga entrée as secregbes dos
periodos claro e escuroem G 2,8 (107 £ 7.5 vs. 121 £ 7,2%, féespect.). Porém, em
G 5,6, a secregéo do periodo escuro foi 32% superior & do periodo clarc (139 +
10,7% vs. 105 + 7,1%)(p < 0,025). Igualmente, em G 8,3, a secregéo do periodo
escuro foi 37% superior & do periodo clarc (223 + 14,5 vs. 163 :!.: 12,0%, respect.)(p
< 0,001). Constata-se, portanto, que a curva do periodo esécuro apresentou-se
deslocada a esquerda daquela do periodo claro. Assim, a secirer;ﬁo obtida com G
8,3, no pericdo escuro (223 £ 14,5%), foi equivailente aquela oié::tida comG 11,1 no

periodo claro (235 £ 15,3%). Por outro lado, enquanto o éiimiar estimulatério
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Figura 4. Efeito de concentragdes crescentes de glicose sobre a secregéo de insulina,
por ilhotas de Langerhans isoladas de rato, em diferentes horas do dia, e incubadas
(grupos de cinco) por 60 minutos, a 37 °C, em Krebs. Cada valor de secregéo representa a
média (+ epm) de 11 a 30 observagbes, apés normalizagdo dos resultados. Para
normalizac&o, em cada protocolo, as valores foram relacionados percentualmente & media
da secrecéo obtida na auséncia de glicose. a: p<0,05vs. GO e p<0,002vs. G56 as 12
h; b: p < 0,05 vs. 12 h; c: p <0,01 vs. 8h. Os hordrios indicam o momento de sacrificio dos
ratos. :
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Figura 5. Comparacio dos efeitos de doses crescentes de glicose sobre a secregédo de
insulina, por ilhotas de Langerhans (grupos de cinco) isoladas de rato, entre experimentos
realizados nos periodos claro (8, 12 e 16 h) e escuro (20,0e 4 h) (horarios de sacrificio dos
ratos). As ilhotas foram incubadas por 60 minutos, a 37 °C, em Krebs. Os valores de
secrecdo (normalizados) representam a média (x epm) de 46 a 77 observagbes e foram
extrafdos da figura 4. a: p < 0,05 vs. G 0; b: p<0,025 vs. claro; c: p <0,005 vs. claro; d: p

< 0,0025 vs. claro.



encontrado no grupo claro foi igual a 8,3 mM, no grupo escuro situou-se em 5,6 mM
de glicose (p <0,05 vs. G 0, em ambos os periodos). Nas concentragdes de glicose
acima de 8,3 mM, somente se observou efeito do periodo do dia, sobre a secregio,
em G 27,7. Desse modo, enquanto em G 71,1 foram obtidos valores de 260 £+ 198 e
235 + 15,3%, para os grupos escurg e claro, respectivamente, em G 76,7 os valores
foram 288 + 21,1 e 254 + 18,8%, respectivamente. Finaimente, com G 27,7, as
secrecbes medias foram 339 t 26,5 e 267 £ 16,2%, para os grupos escuro e claro,

respectivamente (p < 0,025).

A figura 6 mostra a secregdo percentual de insulina em relagdoa G 0
(valores normalizados), por ilhotas incubadas em G 5,6, em seis momentos do
dia. Os valores foram extraidos da figura 4 e mostram variagéo ao longo do dia
(H = 19,69; p < 0,005). Assim, enquanto a secregio foi minima as 12 h (77 £ 9%),
seu valor aumentou progressivamente, perfazendo 137 £ 15% a&s 16 h (p <0,08),
até atingir valor maximo as 20 h (165 1+ 18%) (p < 0,002). A partir deste horério, a
secre¢do declinou até atingir, as 12 h, niveis que reprassritam 47% do valor

maximo.

A figura 7 mostra a secregdo percentual de insulina, por ilhotas
incubadas em G 8,3, em seis momentos do dia. Os valores foram extraidos da
figura 4 e revelam variago ao longo do dia (H = 18,46) (p < 0,005). Desse modo,
enquanto a secregdo foi minima as 8 h (138 £ 13%), ela cresceu gradativaments,
até atingir valores maximos as 20 e 0 h (238 + 22% e 254 + 25%, respect.)
(p<0,01, para ambas as comparagdes). A partir de 0 h, a secrecio reduziu-se até

atingir, as 8 h, niveis que representam 54% do valor maximo.
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Figura 6. Variagéo didria da secrecéo de insulina por ilhotas de éLangerhans
isoladas de rato, em diferentes horas do dia, e incubadas por 60 minutos, a

37 °C, em Krebs contendo glicose (5,6 mM). Cada valor dé secre¢ao
representa a media (+ epm) de 16 a 26 observagdes, apds normalizagéo dos
resultados, e foi extraido da figura 4. As barras pretas, na pejrte inferior,
indicam o perfodo escuro. '
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Figura 7. Variagdo diaria da secregdo de insulina por; ithotas de
Langerhans isoladas de rato, em diferentes horas do dia, e incubadas por 60
minutos, a 37 °C, em Krebs contendo glicose (8,3 mM). Ca@:la valor de
secrecaéo representa a média (x epm) de 11 a 22 obsewégées, apos
normalizagdo dos resultados, e foi extraido da figura 4. As barraﬁs pretas, na

parte inferior, indicam o periodo escuro.



As concentracdes efetivas medianas (ECs;) de glicésa, como estimuio
da secrecdo de insulina, por ilhotas isoladas e incubadas nos {:l-iferentes horarios,
foram calculadas a partir das curvas dose-resposta, constr{;idas com valores
normalizados de secre¢do (Fig. 8). Para normalizagéc;:, em todas as
concentragbes de glicose e em todos os horarios, subtraiui—sa ¢ valor basal
médio, da média de secrecdo ali obtida. O resultado foi, entéo relacionado
percentualmente & média da secre¢iic maxima. Os vaiores ;extremos de ECs
(mM) ocorreram A 0 e as 8 h (7,8 e 12,4 |, respect.). Para o;cs demais horarios,
obtiveram-se os seguintes valores: 4 h = 11,4, 12 h = 10,0, 16 h=93e20h=
11,2. Constata-se que o limiar excitatério, nos experimentos é!o periodo escuro,
apresentou-se menor que naqueles do periodo claro. Ass%rh, verifica-se que,
entre G 0 e G 5,6, as curvas dose-resposta do periodo escuro?posicicaaram—sa a
esquerda daquelas obtidas as 12 e 16 h, de onde derivam os rﬁennfes valores de
Kas4e20h (13 e 15, respect.), em comparagcéo com os Kdés 12e 16 h ( 1962
e 42 558, respect.) (Tabeia 1). Embora as curvas das 12 e 16 h tenham
apresentado as maiores inclinagbes (refletidas nos valores de A=757x10°e
1 143 x 10°%), verifica-se que, para isso, contribuiram principatn{ente 0s valores de
secrecio verificados a partir de G 8,3. Assim, de maneira geralg, no intervalo entre
G 0 e G 8,3, as curvas do periodo escuro situaram-se a esqéxerda daguelas do

periodo claro.

As curvas dose-resposta a glicose, da secre¢éo de insulina, resultam

da aplicacéo da equacio:
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% DA SECRECAO MAXIMA DE INSULINA
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Figura 8. Curvas dose-resposta da secregdo de insulina, em diferentes horas do

dia. Mediu-se a secre¢do cumulativa de insulina, por ilhotas incubadas durante 60
minutos, a 37 °C, em presenca de concentragfes crescentes de glicose (zero a 27,7
mM). Normalizou-se cada valor subtraindo-se a secrecdo basal de insulina e
expressando-se o resultado como percentagem da secre¢do maxima. Os pontos
representam a secrecdo média de 11 a 30 observagfes. Para maior clareza,
omitiram-se os erros padrGes. As curvas sigmoides resultam do ajuste matematico,
executado pela aplicagdo de regresséo logistica, com minimizagdo de desvios. Os
valores de ECs; (mM), para as diferentes horas do dia, foram: 0h=7,8;4 h=114;
8h=124,12h=10,0;16h=93;20h=112.



Tabela 1. Valores das constantes que definem as curvas dose-resposta representadas
na figura 8. B indica o valor percentual maximo da secre¢do de insulina. K representa a

posicdo da curva no eixo da abscissa. A indica a inclinacdo da curva. ECs é a

concentracéo efetiva mediana de glicose (mM).

Horas 0 4 8 12 16 20
Parametros
B 100 100 100 100 100 100
K 160 13 39 1962 42 558 15
A x(10%) 650 226 295 757 1143 243

ECs 7.8 11,4 12,4 10,0 9,3 11,2




1+ Ke"?uBt

onde y e t s&0 medidos em percentagem e concentra¢do de giicose (mM),
respectivamente. B indica o valor percentual méximo da secrecéo de insulina. K
representa a posigdo da curva no eixo da abscissa, enquanto ) indica a sua

inclinagao.

3.2. EFLUXO DE %Rb

3.2.1. EFEITO DA SUPRESSAO DE GLICOSE SOBRE O
EFLUXO DE *Rb, EM ILHOTAS DE RATOS
ALIMENTADOS '

A figura 9 mostra o efeito da retirada de glicose, doé meio de perfusdo,
sobre o efluxo fracional de ¥Rb de ilhotas pancredticas isoladéfs de ratos adultos,
alimentados ad libitum, nas seis horas do dia estudadas. A infifuéncia da hora do
dia foi determinada peia analise matematica dos seis conjuétcs de curvas de
efiuxo, a partir do que se definiram quatro parametros, cujas’? cursos temporais

diarios (meédia £ epm; n = 3 a 7) s80 representados na figura 10
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Figura 9. Efeito da supresséo de glicose, do liquido de perfuséo, sobre o efluxo
fracional de **Rb de ilhotas pancreaticas de ratos adultos, alimentados ad /ibitum, nas
seis horas do dia indicadas em cada grafico (horario de sacrificio dos ratos). As
ilhotas foram inicialmente marcadas com esse radioisétopo, durante 75 minutos, em
presenca de glicose (5,6 mM) e, a seguir, perfundidas durante 40 minutos por Krebs
contendo igual concentracdo do secretagogo. O efluente foi coletado a cada dois
minutos, a partir do 20° minuto. As linhas tracejadas verticais sinalizam o instante de
mudanga da concentragao de glicose da solu¢ao. Os valores indicados sdo a média
(+ epm) de quatro experimentos em cada horario (0, 8 e 12 h) e de trés, seis e sete
experimentos (16, 20 e 4 h, respectivamente).



Figura 10. Variag&o didria de diferentes parametros do efluxo fracional de *Rb,
em ithotas pancredticas isoladas de ratos alimentados e perfundidas por Krebs
contendo, ou néo, glicose (5,6 mM). Em cada hordrio, os valores (média £ epm)
foram calculados a partir dos dados das curvas individuais de efluxo. A média
destas curvas é apresentada na figura 9, comn=4(0,8e12h)en=3a7(4, 16 e
20 h). As barras pretas, na parte inferior, indicam o periodo escuro. Os gréficos
representam, para seis diferentes horas do dia: (A) AREA G 5,6 é a 4rea integrada
sob a curva do efluxo fracional de ¥Rb, entre 0 22° e 0 40° minuto de perfusdo (G
5,6), calculada tendo por base ¢ valor zero da ordenada. a: p<0,025 vs. 16 h; b:
p<0,001 vs. 0 ou 16 h; c: p<0,05 vs. 16 h; d: p<0,01 vs. 16 h. (B) INCLINACAO G
5,6 é a inclinacéo da curva de regressdo exponencial dos valores do efluxo
fracional de ®Rb, entre 0 22° e o 40° minuto de perfuso (G 5,6). a: p<0,01 vs. 4 h;
b: p<0,005 vs. 16 h ou 20 h; c: p<0,01 vs. 8 h; d: p<0,05 vs. 8 h. (C) 4% é o
aumento percentual do efluxo fracional de ¥*Rb, ap6s a supressdo de glicose da
solucdo de perfusdo, calcutado pela equacgao: [(efluxo médio dos trés valores de
pico + efluxo médio do 36° ao 40° min) x 100] — 100. (D) AREA G 0 é a 4rea
integrada sob a curva do efluxo fracionat de *Rb, entre 0 42° e 0 60° minuto de
perfusao (G 0), calculada tendo por base a proje¢éo horizontal, nesse periodo, da
média aritmética do efluxo fracional de *Rb, ocorrido entre 0 32° e 0 40° minuto. a:
p<0,025 vs. 4 h; b: p<0,005 vs. 16 h; ¢: p<0,025 vs. 16 h; d: p<0,01 vs. B8ou 20 h.
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A érea G 5,6 (4rea integrada sob a curva do efluxo fracional de ®Rb,
entre 0 22° e 0 40° minuto de perfusdo com G 5,6) (Fig. 10A) variou entre 35,0 +
1,62 e 47,6 + 1,42%, as 16 e as 8 h, respectivamente, apresentando dependéncia
da hora do dia (Fs2 = 5,590; p < 0,001). A area obtida as 16 h foi menor que
aquelas observadas a&s 4, 8 12 e 20 h {(p < 0,05 ou menos, para cada
comparacao). No conjunto, observou-se declinic da drea no periodo claro e
aumento no periodo escuro. N@o encontramos, contudo, correlacéo linear entre
os valores de drea G 5,6 e de secregdo de insulina, em G 5,6, nas diferentes
horas do dia (r = 0,48 e r = — 0,09, para vaiores absolutos e normalizados de
secrecao, respect.).

A inclinacdo G 5,6 (inclinac&o da curva de regresséo exponencial dos
valores do efluxo fracional de *Rb, entre o 22° ¢ 0 40° minuto de perfuséic com G
5,6)(Fig. 10B) também foi influenciada pela hora do dia (Fs2e = 6,485, p <
0,0005). Assim, enquanto a inclinagéo apresentou-se maxima as 4 h (— 0,0138 +
0,0007), declinou progressivamente até as 16 h, quando atingiu seu minimo (-
0,0022 + 0,0008% min™".min™")}(p < 0,005), tornando-se progressivamente maior a
partir dai, até as 4 h. A exemplo da variag8o do parametro anterior, aqui também
se constatou declinio dos valores do parametro, no periodo claro, € aumento no
periodo escuro. Ndo houve, porém, correlacdo, nas diferentes horas do dia, com
a secrecédo de insulina em G 5,6 (r = 0,29 e r = 0,24, para valores absolutos e

normalizados de secrecéo, respect.).

Embora a ANOVA tenha apontado efeito da hora do dia sobre 4%
(aumento percentual do efluxo fracional de ®Rb ap6s a retirada de glicose do

liquido de perfusdo) (H = 11,880; p < 0,05), o pds-teste ndo revelou qualquer
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diferenca (Fig. 10C). Pode-se, contudo, observar uma tendéncia a elevagéo

desse parametro, no periodo claro, e decréscimo no escuro.

N&o obstante, detectou-se infludncia da hora do dia sobre o
parametro drea G 0 (érea integrada sob a curva do efluxo fracional de ¥Rb, entre
0 42° e 0 60° minuto de perfuséo fcom G 0]) (Fs22 = 5,913; p < 0,0025) (Fig. 10D).
Além disso, os valores deste par&metro, nas seis horas do dia, correlacionaram-
se significativamente com os valores de 4% (r = 0,99; p < 0,0005). No periodo
claro, a drea G 0 aumentou de 18,6 = 3,70 (8 h) para 46,3 + 9,30% (16 h) (p
<0,01), caindo entdo para 24 + 2,24%, &s 20 h (p < 0,01 vs. 16 h), até atingir o

minimo as 4 h (17,2 + 2,46%; p < 0,005 vs. 16 he p < 0,025 vs. O h).

Tanto 4%, quanto drea G 0, apresentaram significativa correlagéo
negativa com os valores da secregéo de insulina, na auséncia de glicose (r = -

0,87 e r= - 0,81, respect; p < 0,025 em ambos 0s casos).

Constataram-se correlagdes lineares negativas entre 0s paradmetros
drea G 5,6 ou inclinagdo G 5,6 vs. A% ou drea G 0, com r variando entre — 0,80 e
~ 0,90 (p < 0,05 ou menos, para as quatro correlagbes). Observa-se, assim, que
aos valores de pico dos pardmetros drea G 5,6 e inclinagdo G 5,6, ocorridos as 8
h, corresponderam valores minimos de 4% ou drea G 0, enquanto aos valores
minimos daqueles pardmetros corresponderam os valores maximos destes. N&o

houve correlagéo significativa entre drea G 5,6 e inclinagdo G 5,6 (r = 0,67).
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3.2.2. EFEITO DA SUPRESSAO DE GLICOSE SOBRE O
EFLUXO DE *Rb, EM ILHOTAS DE RATOS EM JEJUM

DURANTE 48 HORAS

A figura 11 ilustra o efeito da retirada de glicose, do meio de perfuséo,
sobre o efluxo fracional de ¥Rb, de ilhotas isoladas de ratos adultos, submetidos a
jejum durante 48 horas, nas seis horas do dia estudadas. A retirada de glicose, do
tampéo de perfusdo, provocou rapido e sustentado aumento da taxa de efluxo de
®Rb, efeito este prontamente revertido pela reintrodugéo de glicose (5,6 mM). O
jejum n@c impediu a ocorréncia de variagdo diaria do efluxo de %Rb, embora
alteragdes do comportamento desse efluxo tenham sido observadas. Os resultados
da andlise matematica dos quatro pardmetros, ja discriminados na figura 10, séo

mostrados na figura 12.

A drea G 5,6 (Fig. 12A) mostrou dependéncia da hora do dia (Fs1s =
3,186; p < 0,05), oscilando entre 36,0 + 190 e 43,2 £ 0,60%, as 0 e 20 h,

respectivamente (p < 0,025).

A inclinacdoe G 56 (Fig. 12B) também apresentou significativa
oscilacdo diaria (Fs1s = 5,382; p < 0,005), com valor minimo & 0 h (0,00116 +
0,00255) e maximo as 4 h (0,01558 x 0,00056% min™*.min™) (p < 0,025), bem como

varias diferengas entre horarios, cuja discriminacéo é feita na legenda.

0 4% (Fig. 12C), iguaimente, mostrou flutuac&o nas 24 horas do dia (H

= 11,079; p < 0,05), tendo o efeito maximo da retirada de glicose, do liquido de

perfusado, acorrido as 4 h (105 £ 10,0%), e 0 minimo as 20 h (35 + 11,2%) (p < 0,05).
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Figura 11. Efeito da supressdo de glicose, do liquido de perfusdo, sobre o efluxo
fracional de ¥Rb de ilhotas pancreéaticas de ratos adultos, submetidos a jejum durante
48 haras, nas seis horas do dia indicadas em cada gréfico (horario de sacrificio dos
ratos). As ilhotas foram inicialmente marcadas com esse radicisOtopo, durante 75
minutos, em presenca de glicose (5,6 mM) e, a seguir, perfundidas durante 40 minutos
por Krebs contendo igual concentragéo do secretagogo. O efluente foi coletado a cada
dois minutos, a partir do 20° minuto. As linhas tracejadas verticais sinalizam o instante
de mudanga da concentragdo de glicose da solugdo. Os valores indicados s&o0 a média
(x epm) de quatro experimentos em cada horario (0, 8, 16 e 20h) e de dois e trés
experimentos (4 e 12 h, respectivamente).



Figura 12. Variac#o diaria de diferentes parametros do efluxo fracional de *Rb,
em ilhotas pancredticas isoladas de ratos submetidos a jejum durante 48 horas e
perfundidas por Krebs contendo, ou ndo, glicose (5,6 mM). Em cada horario, os
valores (média + epm) de cada parametro foram calculados a partir dos dados das
curvas individuais de efluxo. A média destas curvas € apresentada na figura 11,
comn=4(0 8 16 e 20h)e n =2 ou 3 (4 e 12 h), respectivamente. As barras
pretas, na parte inferior, indicam o periodo escuro. Os gréficos representam, para
seis diferentes horas do dia: (A) AREA G 5,6 é a area integrada sob a curva do
efluxo fracional de *Rb, entre 0 22° e o 40° minuto de perfuséo (G 5,6), caiculada
tendo por base o valor zero da ordenada. a: p<0,025 vs. 20 h. (B) INCLINACAO G
8,6 é a inclinagdo da curva de regressao exponencial dos valores do efluxo fracional
de *Rb, entre 0 22° e o 40° minuto de perfusdo (G 5,6). a: p<0,025 vs. 4 h; b:
p<0,025 vs. 8 h; c: p<0,05 vs. 16 h; d: p<0.05vs. 4 h; e: p<0,05vs. Oh. (C) 4% é o
aumento percentual do efluxo fracional de ®*Rb, ap6s a supressdo de glicose da
solucé@o de perfuséo, calcuiado pela equagdo: {{(média dos trés valores de pico +
média do 36° ao 40° min) x 100] — 100}. (D) AREA G 0 é a érea integrada sob a
curva do efluxo fracional de *Rb, entre 0 42° e o 60° minuto de perfuséo (G 0),
calculada tendo por base a projecéo horizontal, nesse periodo, da média aritmética
do efluxo fracional de *Rb, ocorrido entre 0 32°e o 40° minuto. a: p<0.05 vs. 20 h; b:
p<0,025 vs. 20 h.
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Em significativa correlagdo com esses resultados estdo os valores de
drea G 0 (r = 0,96; p < 0,0025) (Fig. 12D), onde também se constata variacao diaria
(Fs,1s = 3,888; p < 0,025), com o valor maximo de drea G 0 também ocorrendo as 4 h
(27,1 £ 1,03%), e o minimo as 20 h (10,0 £ 2,26%) (p < 0,025). Ao contrario do
ocorrido com os resultados obtidos com ilhotas de ratos alimentados, ndo se
registraram, aqui, correlagbes lineares entre 0s parémetros apresentados nos

graficos A ou B e aqueles dos graficos C ou D.

3.2.3. COMPARAGAO DE EFEITOS DA SUPRESSAO DE

GLICOSE SOBRE O EFLUXO DE %Rb, ENTRE

RATOS ALIMENTADOS OU EM JEJUM

A figura 13 compara os efeitos da retirada de glicose, do meio de
perfusdo, sobre a taxa de efluxo de ®¥Rb, entre ilhotas pancreaticas isoladas de
ratos alimentados, ou submetidos a jejum durante 48 horas, conforme ja

apresentado nas figuras 9 e 11, respectivamente.

A figura 14, por sua vez, compara os parametros derivados da analise
matematica dos graficos da figura 13, da maneira ja apresentada isoladamente nas
figuras 10 e 12 . A média diéria da drea G 5,6 foi 41,8 + 0,93%, no grupo de ratos
alimentados, e 39,3 + 0,72%, no grupo em jejum (p < 0,05) (Fig. 14A). Contudo, os
efeitos mais evidentes, decorrentes do jejum, foram a redugfo, tanto do 4% (Fig.

14C), quanto da drea G 0 (Fig. 14D), na maioria dos horérios estudados. Assim, o
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Figura 13. Comparagéio entre os efeitos da supressdo de glicose, do meio de

perfusdo, sobre o efluxo fracional de ¥Rb, de ilhotas pancreaticas isoladas de ratos
alimentados { — ) ou submetidos a jejum durante 48 horas (- - -). As ilhotas foram,
inicialmente, marcadas com esse is6topo (75 minutos), em presenca de glicose (5,6
mM) e, a seguir, perfundidas durante 40 minutos por Krebs contendo igual
concentrac8o do secretagogo. As linhas tracejadas verticais sinalizam o instante de
mudanca da concentragao de glicose, da solucdo. Os valores indicados sdo média
(+ erro padréio) de dois a sete experimentos e foram extraidos das figuras 9 e 11.
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Figura 14. Comparagdo entre a variagéo didria de diferentes parametros do efluxo
fracional de ®Rb, em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos alimentados { — ) ou
submetidos a jejum durante 48 horas (- - -) e perfundidas por Krebs contendo, ou
ndo, glicose (56 mM). Os valores foram extraidos das figuras 10 e 12,
respectivamente, onde também se encontram explicacbes sobre cada um dos
parametros. Os erros padrées foram omitidos, para melhor visualizac®o. As barras
pretas, na parte inferior, indicam o periodo escuro.
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A%, que no grupo alimentado teve média 93,0 + 8,12%, no grupo Jjejum foi
significativamente reduzido a 65,9 + 5,34% (p < 0,01), o mesmo ocorrendo com a
area G 0, que apresentou médias 25,6 + 2,35% e 17,8 + 1,45%, respectivamente (p
< 0,01). O jejum provocou, também, redugdo da amplitude aparente de variacéo da
drea G 5,6, calcuiada pela equagéo: [(valor maximo -+ valor minimo) — 1] x 50. Desse
modo, enguanto no grupo alimentado esse pardmetro apresentou valor igual a 18%,
no grupo jejum o valor foi apenas 10%. Entretanto, ndo houve diferenca da
amplitude de variagdo da drea G 0, entre os grupos alimentado e jejum (valores
iguais a 85 e 86%, respect.). Finalmente, verifica-se que 0 jejum provocou aparente
deslocamento de fase (ca. 12 horas) dos parametros 4% e area G 0, que indicam o

efeito da supresséo de glicose sobre o efluxo de *Rb (Fig. 15C e D).

N&o se constataram correlagfes lineares, para cada um dos quatro
parametros estudados, enire os valores obtidos nos dois grupos experimentais
{fejum vs. alimentado). Assim, os valores de r variaram entre - 0,22 e 0,21,
Entretanto, quandc as figuras 10 e 12 foram sobrepostas, com defasagem de 12
horas entre as escalas de tempo (Fig. 15), evidenciaram-se correlacbes positivas
entre os parametros A% (r = 0,84; p < 0,025) e drea G 0 (r = 0,81, p < 0,025), na
comparacdo alimentados vs. jefum. Os demais parametros ndo mostraram tal

correlagao (r= 0,29 e r = 0,08, para area G 5,6 e inclinagdo G 5,6, respect.).
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Figura 15. Variacéo diéria de diferentes parémetroé do efiuxo fracional de *Rb,

em ithotas pancreéticas isoladas de ratos alimentados ( — ) ou submetidos a jejum,
durante 48 horas, (- - -) e perfundidas por Krebs contendo, ou ndo, glicose (5,6
mM). Os valores foram extraidos das figuras 10 e 12, respectivamente, onde
também encontram-se explicagbes sobre cada um dos pardmetros. As barras
pretas, na parte inferior, indicam o periodo escuro. As escalas de tempo,
representadas por linhas tracejadas, referem-se aos ratos mantidos em jejum,
durante 48 horas, e foram deslocadas em 12 horas, para efeito de comparacéo.
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3.2.4. EFEITO DE GLICOSE (8,3 mM) SOBRE O EFLUXO DE

8%Rb, EM ILHOTAS DE RATOS ALIMENTADOS

A figura 16 mostra, em seis momentos do dia, o efluxo fracional médio
de ®Rb, de ilhotas perfundidas por Krebs contendo glicose (56 ou 8,3 mM). G 8,3
provocou redugéo do efluxo fracional de ®Rb, nos diferentes horérios. Este efeito &
confirmado pelo incremento do efluxc apds reintroducdo de G 56. A analise
matematica dos seis conjuntos de curvas de efluxo, com médias apresentadas
nessa figura, resultou nos parametros, cujos cursos temporais sdo representados na

figura 17.

O parametro grea G 5,6 (Fig. 17A) ndo apresentou variagdo ao longo

do dia (F5,17 = 2,058, NS)

A inclinagdo G 5,6 (Fig. 17B) apresentou variagdo diaria (Fs; = 3,538;
p < 0,025), com valor minimo a 0 h { — 0,00248 + 0,00263) e maximo as 4 h (-

0,01196 + 0,00185% min".min"; p < 0,025).

O parédmetro 4% (reducdo percentual do efluxc de *Rb apés
incremento de glicose [de 56 para 83 mM] na solucdo de perfusdo) mostrou
variac&o temporal (H = 15,014; p < 0,025) (Fig. 17C), com valor méximo a 0 h (25,5
+ 3,86%) e declinio progressivo até as 12 h (6,5 + 4,17%), seguido de crescimento

até 0 h.

Finalmente, verificou-se efeito da hora do dia, sobre o paré@metro drea
G 8,3 (4rea integrada sobre a curva do efluxo fracional de ®*Rb entre 0 42° ¢ 0 60°
minuto de perfusdo [com G 8 3]) (Fs17 = 3,934; p < 0,025) (Fig. 17D). Os valores
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Figura 16. Efeito de glicose (8,3 mM) sobre o efluxo fracional de *Rb, em ilhotas
pancredticas de ratos adultos, alimentados ad libitum, nas seis horas do dia indicadas
em cada gréfico (horario de sacrificio dos ratos). As ilhotas foram inicialmente
marcadas com esse radioisotopo, durante 75 minutos, em presenga de glicose (5,6
mM) e, a seguir, perfundidas durante 40 minutos por Krebs contendo igual
concentragdo do secretagogo. O efluente foi coletado a cada dois minutos, a partir do
20° minuto. As linhas tracejadas verticais sinalizam o instante de mudanga da
concentracdo de glicose da solugdo. Os valores indicados sdo média (+ epm) de
quatro experimentos, exceto as 16 h (n = 3).



Figura 17. Variacfo diaria de diferentes parametros do efluxo fracional de *Rb,
em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos alimentados e perfundidas por Krebs
contendo glicose (5,6 ou 8,3 mM). As médias (x epm) de cada parametro resultam
da analise matematica da curva de efluxo de cada experimento. Os valores foram
caiculados a partir da figura 16, sendo n = 4 (exceto as 16 h [n = 3]). As barras
inferiores, brancas ou pretas, indicam os periodos claro ou escuro, respectivamente,
Os gréficos representam, para seis diferentes horas do dia: (A) AREA G 5,6 é a
érea integrada sob a curva do efluxo fracional de ®Rb, entre 0 22° e o 40° minuto de
perfusdo (G 5,6), calculada tendo por base o valor zero da ordenada. (B)
INCLINACAO G 5,6 é a inclinag@o da curva de regressdo exponencial, dos valores
do efluxo fracional de *Rb, entre 0 22° e 0 40° minuto de perfuséo (G 5,6). ap-<
0,025 vs. 0 h; b: p< 0,05 vs. 0 h. (C) 4% é a redugao percentual do efluxo fracional
de ®Rb, apés incremento de glicose (de 5,6 para 8,3 mM) na solugdo de perfuséo,
calculada pela equagdo: [1 ~ (efluxo médio do 56° ao 60° min + efluxo médio do 36°
ao 40° min)] x 100. b: p < 0,05 vs. 0 h. (D) AREA G 8,3 ¢ a 4rea integrada sobre a
curva do efluxo fracional de ¥Rb, entre o 42° e o 60° minuto de perfusdo (G 8,3),
calcuiada tendo por limite superior a projecéo (nesse periodo) da regressao
exponencial dos valores do efluxo, entre o 22° e 0 40° minuto. a: p<0,025 vs. 0 h; b:
p<0,05vs. O h.
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desse parametro apresentaram correlagéo linear positiva com aqueles de 4% (r =
0,80; p < 0,05), também mostrando-se maximos & 0 h (7,78 £ 3,262%) e minimos as

4 h (- 1,87 £ 1,800%) (p < 0,025).

3.3. CORRELACAO ENTRE O EFLUXO DE *Rb E A

SECREGAO DE INSULINA

A figura 18 mostra a correlagdo entre os valores de insulina secretada
em G 83 e a variagdo percentual (reducdo) do efluxo fracional de *Rb, apés
aumento da concentragéo de glicose (de 5,6 para 8,3 mM) (4%). Os valores foram
extraidos das figuras 2 e 17C, respectivamente. A 0 h foram maximos, tanto o valor
de secrecdo (8,6 = 0,90 ngfilhota por 60 min), quanto 4% (25,5 + 3,86%). Os valores
minimos de secre¢do, ocorridos as 12 e 16 h (5,3 £ 0,60 e 5,1 £ 0,80 nglilhota.
respect.), tiveram correspondentes valores minimos de 4% (6,5 = 4,17 e 143 *

3,18%, respect.). O vaior de r entre as duas variaveis foi 0,77 (p < 0,05).

A figura 19 mostra a correiagdo entre os valores de insulina secretada
em G 8,3 e aqueles de drea G 8,3 (dados extraidos das figuras 2 e 17D). Ambos
foram maximos 2 0 h (8,6 + 0,90 ngfiihota por 60 min e 7,8 £ 3,26%, respect.). Os
valores minimos de secre¢ao ocorreram as 8, 12e 16 h (5,7 + 0,85; 5,3+ 0,60 e 5,1
+ 0,80 ng/ilhota por 60 min, respect.}, enquanto as menores dreas foram obtidas as
4 12e 16 h (-~ 1,87 £ 1,800%; - 1,26 £ 1,118% e - 0,91 + 1,105%, respect.) O

coeficiente de correlagdo linear entre as duas variaveis foi 0,76 (p < 0,05).
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Figura 18. Correlagao temporal entre a secregdo de insulina estimulada por glicose (8,3

mM) (G 8,3) e a redugdo percentual do efluxc de ®Rb apos o aumento de glicose (de 5,6
para 8,3 mM) na solugdo de perfusdo (4%). As secregbes de insulina promovidas por
ilhotas incubadas (grupos de cinco) durante 60 minutos, em G 8,3 , em diferentes horas do
dia, foram indicadas juntas com os valores de A% provocados pela mesma concentracdo
de glicose, em experimentos separados. O A% foi calculado pela equagdo: [1 - (efluxo
médio do 56° ao 60° min : efluxo médio do 36° ao 40° min) x 100]. Os dados para secregéo
de insulina e A% foram extraidos das figuras 2 e 17C, respectivamente. Os valores
representam a média (x epm) de 11 a 22 observagbes para a secrecédo de insulina e de
quatro experimentos para 4% (excete as 16 h, [n=3]). As barras pretas, na parte inferior,
indicam o periodo escuro.
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Figura 19. Correlagio temporal entre a secregdo de insulina estimulada por glicose (8,3

mM) (G 8,3) e a 4rea sobre a curva de efluxo de *Rb apés o aumento de glicose (de 5,6
para 8,3 mM) na solugéo de perfusdo (drea G 8,3). As secregdes de insulina promovidas
por ilhotas incubadas (grupos de cinco) durante 60 minutos, em G 8,3, em diferentes horas
do dia, foram indicadas juntas com os valores de drea G 8,3 decorrentes do efeito dessa
concentragdo do secretagogo, em experimentos separados. Os dados para a secregéo de
insulina e drea G 8,3 foram extraidos das figuras 2 e 17D, respectivamente. Os valores
representam a média (£ epm) de 11 a 22 observagbes para a secre¢éo de insulina e de
quatro experimentos para area G 8,3 (exceto as 16 h [n=3]). As barras pretas, na parte
inferior, indicam o periodo escuro.



3.4. EFEITO DE GLICOSE (16,7 mM) SOBRE O EFLUXO

DE “Ca, EM ILHOTAS DE RATOS ALIMENTADOS

A figura 20 mostra, para seis horas do dia, o0 efeito do aumento da
concentragac de glicose, na solucdo de perfus@o, de zero para 16,7 mM, sobre a
taxa de efluxo de “Ca, em ithotas isoladas de ratos alimentados e previamente
carregadas desse radioisétopo. As ilhotas foram perfundidas por Krebs desprovido
de glicose, durante 44 minutos, passando a ser estimuladas por glicose (16,7 mM)
durante os 26 minutos adicionais. Glicose (16,7 mM) provocou, apds dois a quatro
minutos, inibicdo transitéria do efluxo fracional de “Ca, seguida de aumento
prolongado desse efluxo. A influéncia da hora do dia, sobre a taxa de efluxo de
*Ca, foi determinada pela analise matemética da curva de efluxo fracional de cada
experimento e pela definicdo dos quatro parametros mostrados na figura 21. O pico
de efluxo, ocorrido cerca de um minuto apos a inclusdo de glicose no liquido de

perfusdo, foi considerado artefato e excluido dos caiculos.

O valor maximo do pardmetro drea G 0 (area integrada sob a curva do
efluxo fracional de “°Ca, entre 0 31° e 0 44° minuto de perfusdo com G 0) (Fig. 21A)
ocorreu as 4 h (16,7 + 0,77%), caindo abruptamente para atingir © minimo as 8 h
(11,5 £ 0,87%). No periodo entre as 8 e as 4 h, os valores de drea G 0 aumentaram
gradativamente. Embora a ANOVA néo tenha apontado variagéio significativa, o
valor de F obtido (2,506) aproximou-se do F critico (2,74). igualmente, o pés-teste
(Student-Newman-Keuls) apresentou valores de g, para as comparacoes 4 vs. 8h e

4 vs. 12 h, muito préximos dos valores criticos (4,32 vs. 4,47, no primeiro caso e
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Figura 20. Efeito de glicose (16,7 mM) sobre o efluxo fracional de *Ca, em ilhotas
pancreaticas de ratos aduitos (alimentados), nas seis horas do dia indicadas em cada
gréfico (hora de sacrificio dos ratos). As ilhotas foram iniciaimente marcadas com ¢
radioisotopo, durante 90 minutos, em presenga de glicose (16,7 mM) e, em seguida,
perfundidas durante 44 minutos por Krebs {contendo “Ca [1 mM]), desprovido de
glicose. O efluente foi coletado a cada minuto, a partir do 30° minuto. As linhas
tracejadas verticais sinalizam o instante de mudanga da concentragdo de glicose da
solucdo (44° minuto). Os valores indicados representam a média (+ epm) de quatro
experimentos em cada horario (4, 8, 12 e 20 h) e de trés e seis experimentos (0 e 16h,
respectivamente).



Figura 21. Variagdo diaria de diferentes parametros do efluxo fracional de “Ca,
em ilhotas pancredticas isoladas de ratos alimentados e perfundidas por Krebs
contendo, ou néo, glicose (16,7 mM). Em cada horario, os valores (média + epm) de
cada parametro foram caiculados a partir dos dados das curvas de efluxo
individuais. A média destas curvas & apresentada na figura 20, com n=4 (4, 8 12
e20h)en=30ub (0e 16 h, respect.). As barras pretas, na parte inferior, indicam
o periodo escuro. Os gréficos representam, para seis diferentes horas do dia: (A)
AREA G 0 é a drea integrada sob a curva do efluxo fracional de “Ca, entre 0 31° e
0 44° minuto de perfusio (G 0), calculada tendo por base o valor zero da ordenada.
(B) INCLINACAO G 0 é a inclinacio da curva de regressdo exponencial, dos
valores do efluxo fracional de “Ca, entre 0 31° e 0 44° minuto. a: p<0.025 vs. 12 e
20 h. (C). 4% é a redugdo percentual do efluxo fracional de “Ca, ap6s incremento
da concentragio de glicose (de zero para 16,7 mM), no meio de perfuséo,
calculada pela equacdo: [1 — (efluxo médio do 46° ao 49° min + efluxo médio do 40°
a0 44° min)] x 100. (D) AREA G 16,7 é a 4area integrada sob a curva do efluxo
fracional de “°Ca, do 46° ao 58° minuto de perfusdo, calculada tendo por limite
inferior a projecéo (nesse periodo) da regressio exponencial dos valores de efiuxo,
entre 0 31° e 0 44° minuto. a: p<0,005 vs. 20 h.
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4,07 vs. 4,25, no segundo. Por outro lado, 2 média das dreas do periodo escuro
(15,2 £ 0,55%) foi maior que aquela obtida para o periodo claro (12,6 £0,77%) (p <

0,01).

A inclinagdo G 0 (inclinagdo da curva de regressdo exponencial dos
valores do efluxo fracional de “Ca, entre 0 31° e 0 44° minuto de perfusdo com G 0)
(Fig. 21B) apresentou variagdo didria (Fs:e = 4,237; p < 0,01). Assim, a inclinagdo
média da regressdo exponencial das curvas de efluxo, no periodo de auséncia de
glicose (31° ao 44° min), variou do minimo ~ 0,0075 + 0,00773 as 16 h, aos maximos
- 0,0247 £ 0,00597 as 12 h e - 0,0240 £ 0,00608, as 20 h (p < 0,025 para ambas
as comparacbes). N&o houve, entretanto, diferenca entre as inclinagfes médias dos

periodos claro e escuro (- 0,0139 + 0,00286 vs. — 0,0159 £ 0,00266).

Conquanto A% (redugio percentual do efluxc fracional de “Ca, ap6s
introdugédo de glicose [16,7 mM] na solugdo perfusora) (Fig. 21C) tenha
apresentado valor minimo as 4 h (5,28 + 4,001%) e maximo as 12 h (23,92 +
4,403%), a ANOVA ndo-paramétrica revelou a inexisténcia de diferengas
significativas entre os diferentes horérios (H = 6,806). Nao obstante, enquanto no
periodo escuro a média desse parametro foi 8,67 + 3,142%, no periodo claro

atingiu 15,25 + 2 328% (p = 0,05).

Finalmente, o pardmetro drea G 76,7 (Fig. 21D) (4rea integrada sob a
curva do efluxo fracional de “°Ca, entre o 46° e o 58° minuto de perfusdo fcom G
16,7]) apresentou variagéo didria, revelada pelo pds-teste, que mostrou diferenca
entre a média das 16 h, quando se registrou a segunda menor drea ( — 0,23 +
0,885%), e aquela das 20 h, momento de drea maxima (2,77 + 0,504%) (p < 0,05). A
analise conjunta (periodos claro e escuro) ndo mostrou diferenca significativa entre
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arcas G 16,7. Assim, as médias desse parametro foram 1,39 £ 0,507 e 0,30 =

0,439%, nos periodos escuro e claro, respectivamente.
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4. DISCUSSAO

4.1. SECREGAO DE INSULINA

Nosso trabalho parte da hipétese de que, se a secrec¢éo de insulina
por ilhotas de Langerhans isoladas sofre variagdo ao longo do dia, entdo os
rearranjos dos fluxos de potdssio e calcio, nas células beta, também estdo sujeitos a
essa variagdo, uma vez que essa remodelacdo idnica constitui etapa crucial da

secrecao.

Os presentes resultados (Figs. 2 a 8) confirmam, em ilhotas isoladas
de rato, observagGes anteriores de que a secrecio de insulina efou a insulinemia
sofrem variagdo didria, tanto in vitro (GAGLIARDINO & HERNANDEZ, 1972%),
quanto in vivo, em humanos (LAMBERT & HOET, 1965'%; FREINKEL, MAGER &
VINNICK, 1968%; RIGAS et al, 1968°'%; MALHERBE et al, 1969'%; SENSI et al,
1971%, BARTER, CARROLL & NESTEL, 1971'%, BAKER & JARRETT, 1972
CAPANI et al, 1972%; JARRETT et al, 1972' CARROLL & NESTEL, 1973%,
SENSI et al, 1973%, APARICIO et al, 1974"; HAUTECOUVERTURE et al, 1974'%;
JARRETT, 1974, WHICHELOW et al, 19747, ZIMMET et al, 1974*", GOETZ et
al, 1976*; LEWIS et al, 1976'%; MELANI et al, 1976""; WOJTCZAK-JAROSZOWA,
1977%. COSCELLI, ALPI & BUTTURINI, 1978%, SERVICE et al, 1983%

GAGLIARDINO, HERNANDEZ & REBOLLEDO, 1984%; VERRILLO, DE TERESA &

75



RUCCO, 1984°®; KOFINAS, MEIS & ROSE, 1988', MEJEAN et al, 1988'%
POLONSKY, GIVEN & VAN CAUTER, 1988°""; LEE, BRAY & KLETZKY, 1991"
VAN CAUTER et al, 1991°%; LEE et al, 1992'";, VAN CAUTER et al, 1992%%),
roedores (GAGLIARDINO & HERNANDEZ, 1971%: PESSACQ, REBOLLEDO &
GAGLIARDINO, 1972°%; JOLIN & MONTES, 1973'“, BELLINGER, MENDEL &
MOBERG, 1975% POLAK et al, 1975"®, PESSACQ et al, 1976* ZUCKER,
RUSAK & KING Jr, 1976%%; LOUIS-SYLVESTRE, 1978'®; MARTIN, WANGSNESS
& GAHAGAN, 1978'%; HARA & SAITO, 1980'"; TIEDGEN & SEITZ, 1980 LIMA
et al, 1981" MLEKUSCH et al, 1981'®; LARUE-ACHAGIOTIS & LE MAGNEN,
1983"%; IKONOMOV et al, 1985™°, AHLERSOVA, AHLERS & TOROPILA, 19867
DE SOUZA & MEIER, 1987%; YAMAMOTO, NAGAI & NAKAGAWA, 1987%%,
WATANABE & UCHIYAMA, 1988%"% LESAULT, ELCHINGER & DESBALS, 1991™;
IWASHITA et al, 1996'%?), ovinos (HOLLEY & EVANS, 1974'®), cdes (FISCHER et

al, 1985%) e aves (TEDFORD & MEIER, 1993%%),

Nossos resuitados também confirmam gue a resposta da célula beta a
um estimulo particular parece, em parte, ser dependente da hora do dia em que o

mesmo é aplicado (BYRNE et al, 1996").

Mostram, igualmente, gue na faixa fisiolégica de concentragdes, as
curvas dose-resposta a glicose, obtidas no periodo escuro, tendem a situar-se a
esquerda daquelas do periodo claro (Figs. 2 a 5). Ao contrario da observagéo de
GAGLIARDINO & HERNANDEZ (1972%), em fragmentos de pancreas de
camundongo, nao verificamos efeito da hora do dia sobre a secregéo de insulina,

em G O ou G 2,8 (Figs. 2 a 5). Embora esses autores tenham constatado variacéo
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circadiana da secregéo estimulada por glicose (3,3 mM), a solugdo que utilizaram
fora enriquecida com piruvato, glutamato e fumarato (ca. 5 mM, no total), os quais

potencializam a secreg#o de insulina (COORE & RANDLE, 1964%),

Glicose (56 mM) foi suficiente para provocar secrecdo suprabasal
apenas as 20 h (Fig. 4), o que sugere maior sensibilidade das células beta a esse
estimulo, nesse horario. Neste particular, ha concordancia com GAGLIARDINO &
HERNANDEZ (1972%), que usando glicose (3,3 mM) como estimulante (acrescida
dos nutrientes acima citados), obtiveram méaxima secrecéo as 20 h. Por outro lado,
na média dos experimentos do periodo escuro, a secrecdo em G 56 também
superou aquela verificada em G 0, o que, para o periodo claro , 86 ocorreu com G
8,3 (Fig. 5). HARA & SAITO (1980'%), variando o horario de alimentacéo de ratos,
constataram, no GTT oral, maior resposta insulinica, associada ao periodo de
ingestdo alimentar. Diante disso, defenderam a idéia de que a sensibilidade das
células beta, a glicose, € maior durante esse periodo. Vale mencionar que a
ingestao alimentar pelo rato, em condiges normais, ocorre de 70 a 86% no periodo
de auséncia de luz (SMAJDA, JALC & AHLERS, 1982°*"; IKONOMOV et al, 1985').
Reforgando o entendimento acima, APARICIO et al (19747), COSCELLI, ALPI &
BUTTURINI (1978%), LEE et al (1992") e VAN CAUTER et al (1992%%) atribuiram a
menor tolerancia a carboidratos, verificada em humanos, nos periodos da tarde e
noite, & variagdo circadiana da sensibilidade efou da responsividade das células
beta pancreaticas a glicose. Diante disso, nossos resuitados s&o compativeis com a
proposi¢éo de maior responsividade das células beta de rato, a glicose, a0 h, e
minima responsividade as 8 h. Assim, comparando as curvas dose-resposta a

glicose (Fig. 8 e Tabela 1), verificamos que aquela referente 8 0 h esta
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acentuadamente desiocada a esquerda da curva das 8 h, as quais apresentam

valores de ECso iguais a 7,8 e 12,4, respectivamente.

O efeito da hora do dia, sobre a secregéo de insulina, manifestou-se
especialmente em G 5,6 e G 8,3, portanto, concentrages fisiolégicas ou proximas
detas. De maneira geral, incremento da glicose extracelular (de 5,6 para 8,3 mM)
provocou maior aumento da secregdo nos experimentos do periodo escuro (Figs. 2
a 5 e Fig. B). Assim, a secrecdo obtida com G 83, no periodo escuro, foi
equivalente aquela obtida com G 71,7, no periodo claro (Fig. 5). Embora os valores
de ECs ,as 12 e 16 h, tenham sido menores que os valores das 4 e 20 h, pode-se
constatar que, na faixa fisiolégica das concentragdes de glicose, a secregédo de
insulina naqueles horarios foi inferior & secregdo verificada na auséncia de luz (Fig.
8). Por outro lado, foi precisamente as 12 h que se detectou a menor intensidade da
acio de glicose (8,3 mM), ao reduzir a taxa do efluxo de ¥Rb (Figs. 18 e 19), o que
é consistente com o0s resultados da secrecdo de insulina por nés obtidos e
concordante com os autores que constataram, em rato, insulinemia minima entre 12
e 14 h (BELLINGER, MENDEL & MOBERG, 1975% MARTIN, WANGSNESS &
GAHAGAN, 1978" TIEDGEN & SEITZ, 1980”"). Por outro lado, o posicionamento
& direita, das curvas do periodo claro (Figs. 2 a 5), somado a elevagéo do limiar
secretorio perante glicose (Figs. 4 e 5), sao indicativos de sensibilidade diminuida

da célula beta, a esse estimulo, nesse periodo.

Notavel, entretanto, foi a constatacdo de que nossos resultados de
secrecdo a 0 h, em G 83, sé@o diametraimente opostos aos obtidos por

GAGLIARDINO & HERNANDEZ (1972%), em fragmentos isolados de pancreas de
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camundongo, os quais, nesse horario, constataram um minimo efeito de glicose
(16,7 mM). Trés aspectos poderiam ser lembrados, como tentativa de explicar essa
discrepancia: (1) espécies utilizadas; (2) periodo de incubagdo, uma vez que ©
tempo de 20 minutos, por eles fixado ressalta a participagdo da primeira fase da

secrecio de insulina e (3) tipos de preparacbes.

Assumindo que os valores da insulinemia reflitam estreitamente a
intensidade de secregdo das células beta, verificamos que nossos resultados, em G
56 e G 83, s&o consistentes com os apresentados por diversos grupos de
pesquisadores, que verificaram, em rato, valores minimos da insulinemia no periodo
de luz e maximos durante o periodo de atividade dessa espécie (BELLINGER,
MENDEL & MOBERG, 1975%; TIEDGEN & SEITZ, 1980*°; MARTIN, WANGSNESS
& GAHAGAN, 1978'®, MLEKUSCH et al, 1981'";, LARUE-ACHAGIOTS & LE
MAGNEN, 1983'% IKONOMOV et al, 1985’ YAMAMOTO, NAGA! & NAKAGAWA,
1987°%%). Nossos resultados também concordam com aqueles obtidos em
camundongo, por PESSACQ et al (1976°), que registraram valores minimos e
maximos da insulinemia durante os pericdos de luz e escuro, respectivamente.
Concordam, em parte, com LIMA et al (1981'%) e AHLERSOVA, AHLERS &
TOROPILA (1986%), que observaram, em rato, méaximas insulinemias entre 20 e 2 h.
N3o obstante, esses dois grupos de pesquisadores obtiveram valores minimos da
insulinemia ao final do periodo de atividade do rato, 0 que contraria nossas
observagbes. Iguaimente, nossos resultados concordam parciaimente com
GAGLIARDINO & HERNANDEZ (1971%), que registraram, em camundongo,
insulinemia minima entre 0 e 8 h e méxima as 16 e 20 h. Por outro lado, ha grande

discordancia com resultados de GAGLIARDINO & HERNANDEZ (1972%), que
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constataram, em camundongo, insulinemias maximas no periodo entre 12 e 20 h, e
minimas entre 0 e 8 h. Discordam frontalmente dos nossos, e do conjunto de
resultados da literatura, aqueles de JOLIN & MONTES (1973'%), que observaram
insulinemias maxima e minima durante os periodos de inatividade e atividade do
rato, respectivamente. Finalmente, WATANABE & UCHIYAMA (198873
encontraram, no sangue portal de rato, as maiores concentragdes de insulinaas 4 e

8 h e as menores as 16 e 20 h.

Desse modo, apesar de grande numero de pesquisadores ter
constatado insulinemias maiores ac final do periodo de repouso, ou durante o
periodo de atividade, tanto em animais experimentais (acima mencionados), quanto
em humanos (FREINKEL, MAGER & VINNICK, 1968%; MALHERBE et al, 1969
SENSI et al, 19717, JARRETT et al, 1972'%; CARROLL & NESTEL, 1973%; SENSI
et al, 1973, APARICIO et al, 1974’; WHICHELOW et al, 1974”"; MELANI et al,
1976""; ZUCKER, RUSAK & KING Jr, 1976%®; WOJTCZAK-JAROSZOWA, 19777,
LOUIS-SYLVESTRE, 1978'®; HARA & SAITO, 1980'®; AHLERSOVA, AHLERS &
TOROPILA, 1986% POLONSKY, GIVEN & VAN CAUTER, 1988°; VAN CAUTER et
al, 1991%%), houve, também, resultados discordantes. Deve-se considerar, porém,
que flutuagbes dos niveis plasmaticos hormonais refletem, ndo somente variagbes
da intensidade de secrecido, mas, também, os efeitos da diluicldo, distribuicdo e

degradacéo do horménio (VAN CAUTER, 1990°%),

Correlatos morfologicos das variagbes funcionais de insulina foram

descritos por HELLMAN & HELLERSTROM (1959""), ao observarem variag3o didria
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da area nuclear de células beta de rato, que apresentou valor maximo as 20 h e

minimo as 4 h.

WATANABE & UCHIYAMA (1988%%), por sua vez, constataram que a
sintese peptidica nas céiulas beta de rato esta aumentada por volta das 4 h. Nesse
sentido, POLAK et al (1975°®) mostraram, por técnicas imunocitoquimicas, que o
conteudo de insuifina das ilhotas, nessa mesma espécie, estd aumentado durante o
final do periodo de luz e reduzido ao final do periodo escuro. Estas observacbes
sé@o concordantes com nossos resultados, de menor secrecdoem G 56e G8,3as 8
e 12 h, e maior durante o periodo escuro (Figs. 2, 4 e 8). Também é consistente
com estes resultados a verificag8o de que as densidades voiumeétricas de
lisossomos e crinofagossomos, em células beta de rato, estdo aumentadas durante
o periodo de luz, especialmente as 12 h (WATANABE & UCHIYAMA, 1988%%), na
medida em que se constatou que a densidade volumétrica de crinofagossomos, em
células beta, aumenta quando a atividade secretéria dessas células é diminuida
(CREUTZFELDT et al, 1969%; HALBAN et al, 1979%). Igualmente, concorda com
nossos resultados a observacdo de que, em células beta de rato, as densidades
volumétricas dos granulos de secregdo variam significativamente com a hora do dia,
apresentando valores maximo e minimo as 16 e 4 h, respectivamente (UCHIYAMA &
WATANABE, 1987°%). Estes mesmos autores (WATANABE & UCHIYAMA, 198877
constataram que, na veia porta de ratos, a insulinemia variou nas 24 horas do dia,
apresentando vaior maximo as 4 h, quando as densidades volumétricas dos
granulos de secregdo das células beta sdo minimas. Verificaram, também, que as
densidades superficiais do reticulo endoplasméticd, das células beta, variaram

sincronicamente com a insulinemia portal e inversamente com a densidade dos
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granulos de secrecéo dessas células. Nao obstante, permanece incognito se a
variagao quantitativa da secrecdo dos granulos das células beta reflete a

concentragdo da insulina sangiinea (UCHIYAMA & WATANABE, 19877%),

Nas concentra¢des de glicose superiores a 8,3 mM, menos conspicuas
foram as diferengas de secre¢do, por efeito da hora do dia (Figs. 2 a 4), excecgdo a
maior secregdo em G 27,7, no periodo escuro (Fig. 5). Em G 16,7 observamos,
contudo, tendéncia a maior secre¢do as 20 h (52% superior), comparada com a
secrecdo das 8 h. Essas observagbes sd@o consistentes com resultados de
GAGLIARDINO & HERNANDEZ (1972%), que verificaram, em fragmentos de

pancreas de camundongo, secreg¢do 115% maior as 20, que as 8 h.

4.2. EFLUXO DE %Rb

Em nossos experimentos iniciais, ilhotas pancreaticas isoladas de
ratos, alimentados ou mantidos em jejum durante 48 horas, e carregadas de *Rb,
foram perfundidas por Krebs que continha, sucessivamente, glicose (5,6; 0 e 5,6

mM), tendo-se medido o efluxo fracional desse isdtopo (Figs. 9 e 11).

A medida do efluxc de ®Rb é util para se interpretar a seqiéncia de
eventos ibnicos envolvidos na resposta secretdria de insulina (MALAISSE, 1987"7%).
Diferentes pesquisadores demonstraram que *Rb pode ser utilizado como analogo

funcional (marcador ou ftragador) de K', em ilhotas pancredticas isoladas
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(BOSCHERO et al, 1977%; MALAISSE et al, 1978"%; HENQUIN, 1980'"°, DAWSON

et al, 1986%).

Os efluxos de ®Rb e K', na célula beta, ocorrem, provavelmente, por
difus@o passiva (CROGHAN et al, 1986%). O canal K'are € permeavel, tanto a K',
quanto a Rb* (ASHCROFT, 1988°% e é a principal via de saida desses cétions, na
célula beta em repouso (COOK & HALES, 1984%°: ASHCROFT et al, 1992"). A
medida do efluxo de *Rb, a partir de ilhotas perfundidas por tampéc desprovido de
glicose, ou dela contendo baixas concentragbes, é o mais simples e, provavelmente,
o mais sensivel teste para se determinar se uma substancia fecha canais K'are nas

células beta (HENQUIN et al, 1992'"").

Conguanto medidas da taxa de efluxo (efluxo fracional ou efflux rate
constant), por si 80, ndo caracterizem propriedades da membrana plasmatica (v.g.
permeabilidade) (CROGHAN et al, 1986%), resultados ciésses mesmos autores
mostraram existir paralelismo (ainda que parcial) entre o efluxo fracional de ®*Rb e a
permeabilidade da membrana da célula beta a esse ion. Outrossim, o efluxo de
%Rb, em ilhotas pré-carregadas e perfundidas, tem sido extensamente usado como
indice de permeabilidade da membrana plasmatica a K' (MALAISSE, 1987'°; BEST,

19927,
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4.21. EFEITOS DA SUPRESSAO DE GLICOSE SOBRE
O EFLUXO DE **Rb, EM ILHOTAS PANCREATICAS

DE RATOS ALIMENTADOS

Diante das consideragbes descritas acima, parece-nos razoavel
considerar o parametro drea G 56 (Figs. 10A e 12A} como indicative da
permeabilidade, a K’, da membrana de células beta submetidas a essa
concentracdo basal de glicose. Apesar de havermos constatado variagdo diaria
desse parametro (Figs. 9 e 10), ndo encontramos correlagdo entre os valores de
area G 5,6 e da secregdo de insulina, em G 5,6, nas diferentes horas do dia.
Cremos que a explicacdo para esse fato deva, iniciaimente, levar em conta a
multiplicidade dos tipos de canais responsaveis pelo efluxo de K e *Rb, na
condigéo de G 5,6. Assim, considera-se a existéncia de, pelo menos, cinco tipos de
canais de K’ no plasmalema da célula beta, sendo mais preeminentes os canais
K'are, K'ca2® @ K'-DR (ASHCROFT & ASHCROFT, 1992"). Entretanto, ASHCROFT,
HARRISON & ASHCROFT (1984'°) constataram que concentragbes de glicose
menores que 7 mM inibiram, em maior proporgdo, os canais K'are. lgualmente,
glicose (5 mM) promoveu fechamento, superior a 90%, dos canais K'are ainda
abertos na auséncia desse nutriente (MISLER et al, 1986': ASHCROFT,
ASHCROFT & HARRISON, 1988"). Parece ndo haver davidas de que os outros
dois canais (K"-DR e K'c,>") contribuem muito pouco para a permeabilidade, a K,
nas céiulas beta em repouso, e de que o fechamento de canais K'arp provoca

decréscimo da permeabilidade a K', gerando a despolarizagdo inicial, até o
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potencial limiar (HENQUIN et al, 1992""). Também se deve considerar que, tanto os
niveis de ATP, quanto a inibicdo do efluxo de K', atingem seu maximo em
concentragbes de glicose préximas a 56 mM (WAHL, WALDNER & AMMON,
199277, AMMON & WAHL, 1994°). O mesmo ocorre com a razdo ATP/ADP
(ERECINSKA et al, 19927%), que controla o fechamento dos canais K'arp (DUNNE et
al, 1988"%, ASHCROFT & RORSMAN, 1990"). Ademais, AMMON & WAHL (1994°%)
consideram improvave! que a intensidade da inibigéo do efluxo de K', por a¢éo nos
canais K'ap, determine, sozinha, o montante da insulina secretada. Diante dos
argumentos acima, acreditamos n@o seja o parametro drea G 5,6 indicativo da
intensidade da secregdo de insulina, em concentragdes de glicose proximas ao

limiar.

O parametro inclinagdo G 5,6 (Fig. 10B), apesar de mostrar variagéo
nas 24 horas do dia, também n&o apresentou correlagdo com os valores da
secrecéo de insulina, na mesma concentracido de glicose. Ndo encontramos, na
literatura, qualquer referéncia ao significado funcional (se existir) desse parametro.
Em principio, maior valor absoluto de inclinagdc negativa representaria maior
desaceleracdo do efluxc fracional, ou seja, mais rapida reducdo da velocidade
desse efluxo. Isso significaria , portanto, redugéo da permeabilidade da membrana a
K'. Entretanto, ndo ha como expiicar funcionalmente essa redugdo, numa situaco
de aparente constancia, tanto da glicose extracelular, quantc dos demais fatores.
Uma explicagfo alternativa é a possibilidade de que o ®Rb intracelular seja difuido
pela entrada de K, via atividade da Na'/K'-ATPase. De qualquer maneira, esse
parémetro, também, ndo parece ser indicativo da intensidade da secrecdo de

insulina, nas condigfes utilizadas.
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Os parametros 4% (Fig. 10C) e drea G 0 (Fig. 10D) podem ser
analisados em conjunto, porque: (1) representam um aspecto funcional singular, i.e.,
a intensidade do efeito da supressdo de glicose, do meio de perfusdo, sobre o
efluxo de *Rb; (2) mostram significativa correlagdo linear, ao longo do dia (p <
0,0005), e (3) apresentam variacdo, nas 24 horas do dia. Ambos os parametros
apresentam valores que se correlacionam inversamente com os valores da secregéo
de insulina, na auséncia de glicose, embora néo tenhamos verificado variagéo didria
da insulina secretada, em G 0. Assim, engquanto as 16 h registramos os maiores
valores dos parametros 4% e drea G 0 (Fig. 10C e D), menor foi a secrecdo de
insulina, em G 0 (Fig 2). Considerando que maiores vaiores desses parametros séo
indicativos de maior permeabilidade da membrana a potassio, verificamos que ao
final do periodo claro (periodo de repouso do rato), a retirada de glicose do liquido
de perfuséo teria provocado o maior aumento da permeabilidade a esse cation.
Nesse sentido, DAWSON et al (1986%) obtiveram maximos valores do efluxo
fracional de ®Rb e da permeabilidade a esse marcador, ao perfundirem ilhotas de
camundongo por tampéo desprovido de glicose. Por outro lado, glicose (5,6 mM) ja
foi suficiente para que AMMON & WAHL (1994°) registrassem os valores minimos
do efluxo fracional de ¥Rb, e 0s maéximos de ATP, em ilhotas isoladas de rato.
Sabe-se também que, na auséncia de glicose, o potencial de repouso da célula beta
é determinado, principalmente, pela atividade dos canais K'arp (ASHCROFT &
RORSMAN, 1990%). Diante disso, podemos supor que as 16 h, em comparagéo
com os demais horarios, a retirada de glicose tenha provocado abertura de maior
nimero de canais K'arp , determinando maior aumento do efluxo de *Rb, nesse

horario. A esse respeito, verificou-se que, mesmo na auséncia de glicose, apenas



cerca de 4% dos canais K'awe, das células beta de rato, estdo atives (COHEN et al,

1990%).

De uma perspectiva funcional, podemos aventar a hipotese de que, em
células beta de rato, maior resposta dos canais K'are & glicopenia ocorreria ao final
do periodo de repouso, quando maior € a tendéncia a hipoglicemia nessa espécie
(STEFFENS, 1970°*). A propésito, YAMAMOTO, NAGAI e NAKAGAWA (1987°%)
constataram, em rato, as 16 h, a maxima glucagonemia, simuitadnea com a minima
insulinemia. IKONOMOV et al (1985') também registraram, nessa mesma espécie,
insulinemia minima as 16 h. Em concordancia, verificou-se que esses roedores
apresentam conteudo minimo de glicogénio hepatico, ao final do periodo de luz
(HOLMGREN & SWENSSON, 1953, apud JOLIN & MONTES, 1973'; LIMA et al,

1981'%).

Por outro lado, considerando a ocorréncia de significativas correlagbes
negativas, entre os valores de drea G 5,6 e de A% ou drea G 0, ndo podemos
descartar a possibilidade de que o maior efeito da supresséo de glicose, as 16 h,
seja resultante do relativo acumulo de *Rb (K'), consequente aos menores valores
do efluxo fracional de *Rb, em G 5,6. Igualmente, maior efluxo fracional, em G 5,6,

provocaria menor efeito da retirada de glicose, sobre o efluxo fracional de *Rb.
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4.2.2. EFEITOS DA SUPRESSAO DE GLICOSE SOBRE
O EFLUXO DE *Rb, EM ILHOTAS DE RATOS

SUBMETIDOS A JEJUM

Ritmos circadianos de um grande nimero de varidveis, estudadas em
diversas espécies animais, incluindo-se o homem, ndo sfo primariamente
determinados pela ingestdo de alimentos energéticos. Esta observacdo suporta a
hipdtese, aceita pela maioria dos cronobiologistas, de que muitos ritmos circadianos
tém base enddgena (REINBERG,1983%'). Ao contrario, EVEN et al (198779
especularam que a atividade ritmica endodcrina poderia estar causaimente
relacionada & alimentagdo. O ritmo circadiano da insulinemia, entretanto, parece
ser, ao menos em parte, primariamente endoégeno quanto a sua origem, jie., néo.

provocado pela ingestao alimentar (MEJEAN et al, 1988'%).

Em animais de atividade noturna, como camundongos e ratos, a
ingestdo alimentar ocorre principal, sendo exclusivamente, durante o periodo de
auséncia de luz, mesmo quando o alimento esta disponivel ad /ibitum em
quantidade e tempo. Em tais condi¢gbes experimentais, a aiternancia claro-escuro é

o sincronizador mais poderoso (REINBERG, 1974%"

). Em animais superiores,
incluindo-se © rato de laboratdrio, a ritmicidade circadiana da maioria dos
parametros metabdlicos é mantida durante 24 a 48 horas de jejum (AHLERSOVA,

AHLERS & TOROPILA, 1986%).
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Diversos pesquisadores mostraram persisténcia do ritmo da
insulinemia, em roedores submetidos a jejum durante 24 a 48 horas (BELLINGER,
MENDEL & MOBERG, 1975%;, PESSACQ et al, 1976 LESAULT, ELCHINGER &
DESBALS, 1991'). Contraditoriamente, PESSACQ et al (19762 apresentaram,
também, resuitados que demonstram a perda do ritmo circadiano da insulinemia, por

ratos submetidos a jejum durante 29 horas.

Por outro lado, em pancreas ou ithotas isoladas de rato, jejum durante
um a seis dias provocou efeitos inibitérios drasticos sobre a secregdo de insulina
(MATSCHINSKY et al, 1971 BOSBOOM, ZWEENS & BOUMAN, 1973%; FINK et
al, 1974%, WOLTERS, KONIJNENDIJK & BOUMAN, 1977%'; BODEN et al, 19817,
GIROIX et al, 1984, TAMARIT-RODRIGUEZ, VARA & TAMARIT, 1984%% VARA et

al, 1988%).

Diante dos resuitados apresentados, procuramos verificar a
possibilidade de que a variacdo didria do efluxo de ®Rb, por nés observada,
decorresse do ciclo alimentar do rato, ou fosse, de alguma forma, por ele

influenciada.

Confirmande e estendendo resultados mencionados acima,
constatamos que jejum, durante 48 horas, ndo impediu a ocorréncia da variagdo
diaria do efluxo fracional de *Rb, em ilhotas isoladas de rato, perfundidas na
auséncia ou presenca de glicose (56 mM) (Fig. 11), 0 que pode ser comprovado
pela analise matematica de quatro pardmetros do efluxo (Fig. 12). Embora ndo haja
publicacdes sobre variac@o circadiana de fluxos idnicos, em ithotas pancredticas,

estudos mostrando variagdo diaria da insutinemia, tanto em situagéo de alimentado,
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quanto em jejum, servem de referéncia a comparagdes. Assim, AHLERSOVA,
AHLERS & TOROPILA (1986°) observaram que, tanto jejum durante 24 horas,
quanto durante 48 horas, ndo impediram a ocorréncia de variagdo circadiana da
insulinemia, em ratos. ldéntico resuitado obtiveram LESAULT, ELCHINGER &
DESBALS (1991'%), em coelhos submetidos a jejum durante 48 horas. Qutrossim,
IKONOMOV et al (1985') demonstraram que, em ratos, o ritmo circadiano de

alimentac¢do nao determina, necessariamente, o ritmo da insulinemia.

Nossos resultados séo, portanto, consistentes com a verificagdo de

que a maioria dos ritmos circadianos, senao todos, persistem durante jejum ou

durante dieta bastante restrita (REINBERG, 1974%'°).

Embora o jejum n&o tenha impedido a variagdo diaria do efluxo de
®Rb, algumas alteracdes foram notadas no comportamento do efluxo desse
tragador. Assim, o jejum reduziu, tanto a média didria do parametro drea G 5,6,
quanto a sua amplitude aparente de variacdo (Figs. 13 e 14A). Iguaimente, atenuou
o efeito médio diario da retirada de glicose do meio de perfuséo, scbre o efluxo de
*Rb (Fig. 14C e D). Esses resultados sdo compativeis com aqueles apresentados
por CARPINELL! et al (1986*), nos quais, embora sem mostrar significancia
estatistica, a taxa de efluxo fracional de *Rb na auséncia de glicose, em ilhotas de
ratos mantidos em jejum durante 48 horas e carregadas do radioisétopo em
presenca de glicose (16,7 mM), foi sensivelmente menor que em ilhotas de ratos
alimentados. Entretanto, esses autores consideram possivel que o jejum afete o
metabolismo de glicose sem, contudo, alterar os efluxos de *Rb e “*Ca. Segundo os

mesmos, no jejum, o efeito inibitdrio de glicose, sobre o efluxe fracional desses ions,
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apresenta-se quase normal, em concentracbes de glicose bem abaixo daquelas
requeridas para evocar maxima resposta metabdlica ou secretéria. Portanto,
reducéo parciat do fluxo glicolitico, como observado em ithotas removidas de ratos
em jejum, poderia, ndo-necessariamente, resultar em menor inibigdo do efluxo de
®Rb ou *Ca. Fundamentados nessa explicagéo, acreditamos que o uso de menor
concentragéo de glicose, em nosso protocolo (5,6 contra os 16,7 mM por eles
utilizada), possa ter facilitado a manifestagdo do efeito inibitério do jejum, sobre o
efluxo de ®Rb. Mesmo porque, o efeito inibitério sobre o efluxo fracional de *Rb,
provocado por um determinado incremento da concentragéo de glicose {v.g. 1 mM),
é significativamente maior nas menores concentragdes de glicose (v.g. na faixa de

zero a 4,4 mM) (CARPINELLI & MALAISSE, 1981%).

Resultados igualmente concordantes com os nossos sac mostrados
por AHLERSOVA, AHLERS & TOROPILA (1986°), os quais constataram redugéo
(ca. 70%) do mesor' do ritmo circadiano da insulinemia, em ratos submetidos a
jeium durante 24 ou 48 horas. Acentuada redugdo da insulinemia também ocorreu
em coelhos submetidos a jejum durante 48 horas (LESAULT, ELCHINGER &

DESBALS, 1991™®),

A constatagdo de menor amplitude aparente da variagdo didria do
parametro drea G 5,6, no grupo em jejum (Fig. 14A), estd em acordo com os

resultados de AHLERSOVA, AHLERS & TOROPILA (1986%), que verificaram menor

! Mesor é o valor médio de uma variavel ritmica, em um ciclo Gnico, determinado como & média de

uma curva cosseno ajustada.
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amplitude da oscilagdo circadiana da insulinemia, em ratos submetidos a jejum
durante 24 ou 48 horas. Contrariamente, PESSACQ et al (1976°) apresentaram
resultados obtidos com ratos, sugestivos da falta do efeito de jejum (29 horas),

sobre a amplitude da oscilagéo da insulinemia.

Finalmente, verificamos que o jejum provocou aparente deslocamento
de fase, em cerca de 12 horas, dos parametros 4% e drea G 0, indicadores da
intensidade do efeito da supressédo de glicose, sobre o efluxo de *Rb (Figs. 14C e
D; 15C e D). Nosso resultado concorda com a verificago de que alteragdes da
temporizagdo alimentar podem destocar a fase do ritmo circadiano da insulinemia
(REINBERG, 1983%"%), efeito que, em animais de laboratorio, estaria associado a
mudangas drésticas de atividade e busca de alimentos (REINBERG, 1974*%). E
consistente, também, com resultados de AHLERSOVA, AHLERS & TOROPILA
(1986%). Assim, em ratos mantidos em jejum durante 24 horas, estes autores
verificaram que o ritmo circadiano da insulinemia apresentou acentuado
deslocamento da acrofase®, das 19:08 para as 09:48 h. Contrariamente, no mesmo
grupo de experimentos, também constataram que jejum durante 48 horas teve

pouco efeito sobre aquele ritmo, uma vez que a acrofase ocorreu as 19:56 h .

Resuitados de PESSACQ et al (1976°™), em ratos submetidos a jejum

2 ‘o . .
Acrofase & o tempo de méaximo de uma curva cosseno ajustada, sendo estabelecida como o

retardo, em relagéo a dada fase de referéncia. Freqlientemente, é expressa em unidade de tempo

ou em graus.
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durante 29 horas, também n3do evidenciaram deslocamento de fase do ritmo

circadiano da insulinemia.

Em outro sentido, MALATOVA & AHLERS (1977") observaram
deslocamento de fase, provocade por jejum, durante 48 horas, do ritmo circadiano
da corticosterona plasmética de rato. Por sua vez, HUGUES et al (1982'®)
constataram que jejum, durante trés dias, ndo impediu a ocorréncia do ritmo
circadiano do TSH plasmatico. Houve redugéo dos niveis plasméticos médios,

porém, sem alteragdo da amplitude e fase do ritmo.

Em sintese, pudemos constatar que, embora o jejum, durante 48 horas,
ndo tenha impedido a ocorréncia de variacéo diria do efluxo de ¥Rb, provocou
reducdo dos valores médios de pardmetros que avaliam esse efiuxo, além de causar
eventual reducdo da amplitude de variagdo. Provocou, também, aparente
deslocamento de fase dos parametros que representam o efeito da retirada de
glicose, do meio de perfusdo. Isso permite supor que o ciclo alimentar exerca efeito
mascarador sobre o ritmo diario do efluxo de potassio, nas ilhotas pancredticas, a

semelthanga do efeito exercido sobre a secregdo de insulina.

93



4.2.3. EFEITOS DE GLICOSE (8,3 mM) SOBRE O
EFLUXO DE *Rb, EM ILHOTAS PANCREATICAS

DE RATOS ALIMENTADOS

Uma vez demonstrada a ocorréncia de variacio didria do efluxo de
%Rb, tanto em ratos alimentados, guanto em jejum, numa situa¢dc operacional
equivalente a extrema glicopenia, decidimos investigar a possibilidade de que essa
variagdo pudesse ocorrer, também, na faixa fisioldgica de concentragéo extracelular
de glicose, uma vez que as concentracdes utilizadas correspondem as glicemias
basal e pés-prandial. Para tanto, ilhotas carregadas de *Rb foram perfundidas com

solugdo contendo, em seqliéncia, glicose (5,6 e 8,3 mM) (Fig. 16).

O parémetro drea G 5,6 (Fig. 17A) ndo apresentou varia¢io diéria, o
que estd de acordo com a interpretacdo, j4 descrita, de que 0 mesmo ndo é
indicativo da intensidade da secre¢do de insulina, em concentragbes de glicose
préximas ao limiar estimulatério. Por outro lado, a inclinagdo G 56 (Fig. 17B),
embora apresentando variacdo didria, representaria apenas uma particularidade

inerente & técnica, qual seja, uma diluicéo isotdpica, como ja referido anteriormente.

O aumento da concentragdo extracelular de glicose (de 5,6 para 8,3
mM) provocou redugdio da taxa de efluxo de ®Rb. Aumento do efluxo fracional de
®Rb, apés reducso da concentracé@o exiraceluiar de glicose (de 8,3 para 5,6 mM),
nos diferentes horarios, é outro indicativo do efeito inibitério de G 8,3 sobre aquele

efluxo (Fig. 16). Esses resultados sdo concordantes com os obtidos por HENQUIN
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(1978"%) e CARPINELLI & MALAISSE (1981%), para condigdes experimentais
equivalentes. Observamos que o efeito maximo de G 8 3, ao reduzir a taxa de efiuxo
de ®¥Rb, ocorreu 2 0 h, enquanto 0 minimo foi registrado as 12 h (Figs. 16 e 17C e
D). Coerentes com esses efeitos estdo os valores da secregio de insulina,
estimulada por G 8,3, que foram méximos & 0 h e minimos durante o periodo claro
(Figs. 2 e 7). Iguaimente, o efeito minimo de G 83, as 12 h, concorda com
resultados de BELLINGER, MENDEL & MOBERG (1975%), MARTIN, WANGSNESS
& GAHAGAN (1978'®) e TIEDGEN & SEITZ (1980°*), que constataram, em rato,
insulinemia minima entre 12 e 14 h. Correlagdo positiva, altamente significativa,
entre a concentragio extracelular de glicose e o consequiente efeito inibitdrio dessa
hexose sobre o efluxo fracional de *Rb, foi obtida por CARPINELL! & MALAISSE
(1981%), em ilhotas pancredticas isoladas de rato. Estes autores mostraram
significativa redugdo do efluxo fracional de *Rb, apds aumento da concentragéo de
glicose (de 5,6 para 8,3 mM). Por outro lado, demonstrou-se que o efeito de glicose,
ao reduzir a taxa de efluxo de potéssio, esta diretamente vinculado ao metabolismo
desse nutriente nas células insulares (BOSCHERO & MALAISSE, 1979%), ndo
obstante esse efeito atinja um valor quase-méximo, em concentragcbes de glicose
bem abaixo daquelas requeridas para provocar maxima resposta metabdlica ou
secretoria (CARPINELLI et al, 1986*). Pode-se inferir, dai, uma correlacdo direta
entre o efeito inibitdrio do efluxo de *Rb e a secregdo de insulina. A propésito,
HENQUIN (1978"'Y) estabeleceu correlacio entre a redugsio do efiuxo fracional de
®K e a secregéo de insulina, por ilhotas isoladas, em fungdo da concentragdo
extracelular de glicose. Nesse sentido, demonstramos a ocorréncia de significativa

correlagéo, ao longo do dia, entre os valores da secrecdo de insulina e a
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intensidade da inibigdo do efluxo de *Rb, provocada por glicose (8,3 mM) (Figs. 18
e 19). Os menores valores de insulina secretada, ocorridos no periodo claro, estdo
associados a reduzidos efeitos de G 8,3 como inibidor do efiuxo de ®Rb, enquanto
aos valores, relativamente elevados, de secregéo do pericdo escuro correspondem
maiores efeitos de G 83, como inibidor desse efluxo. Esses resultados se
harmonizam com a verificagéo de que ha relag8o direta entre o efeito redutor do
efluxo fracional de ®Rb, provocado por glicose, e a secre¢do de insulina
(MALAISSE et al, 1979""). Em consequéncia, podemos supor que 0s maiores
valores da secrecdo de insulina, estimulada por glicose (8,3 mM), constatados no
periodo escuro, resultem do maior efeito de glicose, ao inibir o efluxo de ®Rb, em
comparagdo com menor efeito durante o periodo claro. Fechamento de canais

K'are, Sseguido de relativa retengéio de potassio, é etapa crucial da secrecédo de
insulina e decorre do aumento da relagdo ATP/ADP, no citosol das células beta,
processo este subseqUente a metabolizacdo de glicose (MALAISSE & SENER,

1987'").

Sdo desconhecidas as causas da variagéo circadiana da secre¢éo de
insulina. Entretanto, ja se constatou a existéncia de oscilagfes ultradianas da
glicolise, em células beta pancreaticas, tendo-se demonstrado grande similaridade
entre os padrbes de oscilacdo de lactato e insulina, durante perfusdo de ilhotas com
glicose (16,7 mM) (CHOU, BERMAN & IPP, 1992%%). Por outro lado, CORKEY et al
(1988 detectaram oscilagSes da razdo ATP/ADP, em células do insulinoma RIN
mbF. Nao se pode afirmar, contudo, se tais oscilagbes s&o a causa ou o resultado
do ritmo endégeno. Maior efeito de glicose, no periodo escuro, poderia decorrer de

varios fatores. Assim, pode-se especular a possibilidade de mais intenso
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metabolismo de glicose, na célula beta, com maior aumento da relagéo citosdlica
ATP/ADP. Afinal, conforme anteriormente citado, o efeito de glicose, ao reduzir o
efluxo fracional de potassio, esta diretamente ligado ao metabolismo (fluxc da
glicdlise) desse carboidrato, nas células insulares (BOSCHERO & MALAISSE,
1979%). A possivel participagdo do metabolismo de glicose, no processo de
variagdo didria da redugdo do efluxo de *Rb e da secregso de insulina, ndo foi por

nos enfocada neste trabalho e devera receber atengdo na seqiéncia dos estudos.

De outro lado, pode-se cogitar maior responsividade de canais K ap 2
relagdo ATP/ADP, no periodo escuro. E notavel a recente constatacdo da existéncia
de canais idnicos, regulados por um reldgio circadiano, em neurdnios da retina de
molusco (MICHEL et al, 1993'%) e em cultura de células da pineal de frango

(D'SOUZA & DRYER, 1996™).

Alternativamente, pode-se até aventar uma possivel acdo de glicose,
independente de canais K'sxe, Ou seja, um reconhecimento direto da molécula de
glicose, pela célula beta (AIZAWA et al, 1994°), processo esse que, no rato, poderia
ser melhor efetivado no periodo escure. Entretanto, embora GEMBAL, GILON &
HENQUIN (1992%) tenham demonstrado a possibilidade de as células beta
secretarem insulina, em condi¢des que independem do fechamento de canais
K'ap, foi, por eles, ressaltada a participagéo essencial desses canais no processo
de secregdo e confirmado que 0s mesmos permanecem como o maior alvo de

glicose.

Em resumo, as células beta de ilhotas pancresticas isoladas de rato,

quando estimuladas por concentragbes fisioldgicas de glicose, secretam mais
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insulina no periodo de atividade dessa espécie, o que decorreria de maior efeito de

glicose ao reduzir a permeabilidade a potassio, no periodo escuro.

4.3. EFLUXO DE %Ca

Demonstramos a existéncia de variacdo diaria do efluxo de *Rb, em
ilhotas pancreaticas isoladas, em diferentes situagdes fisiolégicas, bem como em
diferentes concentragfes extracelulares de glicose. Considerando que as alteracdes
ceiulares, decorrentes da modulagio da atividade dos canais de potassio (v.g.
K'are), acabam se refletindo nos fluxos de calcio através das membranas,
realizamos experimentos de medida do efluxo de “Ca, em diferentes horarios, em

ithotas isoladas e previamente carregadas desse radioisétopo.

O Ca™ livre citoplasmético desempenha fungdo fundamental como
transdutor de sinal, para a secregio de insulina pelas células beta (BERGGREN &
LARSSON, 1994”). Em consequéncia, 0s canais de calcic executam atividade
essencial na fisiologia das células beta. Esses canais regulam o fluxo de calcio
através do plasmalema, controlando, assim, a concentracéo citosdlica desse cétion
e a secrecdo de insulina (ASHCROFT, KELLY & SMITH, 1990'® RAJAN et al,
1990%'%).

Alteragdes do efluxo de “Ca parecem representar um aspecto

essencial da resposta catidnica das células insulares a agentes insulinotrépicos
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(MALAISSE, 1987'). A monitoragdo do efluxo de “Ca, de ilhotas marcadas e
perfundidas, representa uma técnica sensivel de estudo da dindmica do movimento

de Ca®, nas células insulares (HERCHUELZ & MALAISSE, 1980""%),

Os resultados apresentados nas figuras 20 e 21 sugerem a existéncia
de ritmo diario, em processos pelos quais as células beta pancreéticas controlam os
efluxcs de calcio, tanto em presencga, quanto na auséncia de glicose. O parametro
drea G O reflete a magnitude do efluxo de *Ca, entre o 31° e o 44° minuto de
perfusdo e, por extensao, é indicativo da permeabilidade da membrana a caicio. Os
valores relativamente baixos de efluxo sdo determinados pela falta de glicose no
meio de perfusdo, sendo consistentes com resultados obtidos por MALAISSE,
BRISSON & BAIRD (1973"°%). Nesse mesmo sentido, LEBRUN, MALAISSE &
HERCHUELZ (1982"™) verificaram que ilhotas, perfundidas por solucio que
continha glicose (8,3 mM), apresentaram maior efluxo de *Ca, em comparagéo com
ilhotas perfundidas na auséncia da hexose. N&do obstante, nossos valores de efluxo
em G 0 foram relativamente maiores no periodo escuro, 0 que poderia estar
refletindo maior intensidade de um ou outro, dentre 0s processos de extrusdo do
Ca® citosélico. Trés sdo os processos conhecidos por retirar Ca®* das células beta,
O primeiro é uma Ca®-ATPase, que consome energia da hidrdlise do ATP
(PRENTKI & MATSCHINSKY, 1987*'%). O segundo é um contratransporte Na‘-Ca*’,
promovido pelo gradiente de Na" e pelo potencial da membrana plasmatica (SIEGEL
et al, 1980*"), e cuja intensidade é atenuada por glicose e outros nutrientes
(HERCHUELZ et al, 1980'%). Este processo parece contribuir com cerca de 30% do

efluxo basal de Ca®*, em ilhotas de rato mantidas em cultura {(JANJIC & WOLLHEIM,
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1983'). Finalmente, ha um mecanismo de troca Ca®* x Ca®", entre os meios extra e

intracelular (HERCHUELZ, COUTURIER & MALAISSE, 1980'%").

Diante dos processos acima mencionados, poder-se-ia aventar que, no
periodo escuro, estaria ocorrendo, em células beta de rato, maior atividade da Ca*'-
ATPase efou maior troca de *Ca intracelular por Na* efou Ca® extracelular. Em
outro sentido, pode-se considerar que, apesar de as ilhotas encontrarem-se em
meio desprovido de glicose, as células beta seriam capazes de executar
glicogendlise, liberar glicose no citosol e promover a glicélise (MALAISSE et al,
1977"®). Em conseqliéncia, podemos especular sobre a possibilidade de que
alguma etapa critica, dentre essas reagbes, esteja relativamente mais intensa no
periodo escuro. Nesse sentido, MALAISSE, BRISSON & BAIRD (1973'), utilizando
ithotas pancreaticas de rato, constataram que, mesmo concentragbes de glicose
ainda insuficientes para estimuiar a secrec¢éo de insulina, ja foram suficientes para

promover aumento do efluxo de “Ca.

O parametro inclinacdo G 0 (Fig. 21B) apresentou valores negativos
em todos os horarios estudados. Maior valor (em médulo) da inclinagdo negativa
significa mais répida redugao da intensidade do efluxo fracional de “Ca. Em outros
termos, significa maior desaceleracdo desse efluxo. Ndo obstante as 16 h, a
inclinag&o ter sido menor que as 12 ou 20 h, ndo houve diferenga de inclinagéo
entre os periodos claro e escuro. Esta igualdade, entre 0s dois periodos, é
consistente com a expectativa de estabilizag8o da permeabilidade do plasmaiema

da célula beta a caicio, diante da manutencéo das condigbes de perfuséo.
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O parédmetro A% (Fig. 21C) é indicativo do efeito inibitério inicial de
glicose, sobre o efluxo de calcio. Glicose exerce efeito bifasico, sobre o efluxo de
“Ca de ilhotas perfundidas. Apés cerca de um minuto de exposicdoc a esse
estimulo, ocorre queda rapida do efluxo, seguida, poucos minutos depois, de grande
aumento secundério da saida de “Ca, coincidente com o inicio da secrecdo de
insulina (MALAISSE, BRISSON & BAIRD, 1973'% MALAISSE, 1987'%). O efeito
inibit6rio inicial de glicose, sobre o efluxo de “Ca, decorre da ago inibitria dessa
hexose sobre o contratransporte Na* x Ca>* (HERCHUELZ et al, 1980'®), através
da geragdo de prétons, que competem com Ca®, no processo de saida
(CARPINELLLI et af, 1980“3). Esse efeito, contudo, ndo foi influenciado pela hora do
dia (Fig. 21C), além de ndo haver sido constatado em alguns horérios (v.g. 4, 16 e
20 h) (Fig. 20). Isto seria explicado pela presenca de Ca>’, no liquido de perfusao,
que impediria ou atenuaria a manifestagdo daquele efeito (WOLLHEIM & SHARP,
19817%, MALAISSE, 1987"%). Desse modo, o processo de troca do Ca®*
extracelular, pelo “*Ca intracelular, mascararia o efeito inibitério inicial de glicose,
sobre o efluxo de *Ca (MALAISSE, 1987"%). N&o obstante, a comparagéo entre os
periodos claro e escuro mostrou maiores valores de variagdo percentual nos
horarios do periodo claro, que poderiam, teoricamente, resultar de: (1) maior efeito
de glicose, ao inibir o contratransporte Na* x Ca**, nesse periodo; (2) maior duragéo
do periodo de inibigdo, conseqlente a retardo do inicio da segunda fase da ac#o
de glicose, tal como ocorrido as 12 h; (3) auséncia do efeito inibitdrio inicial de
glicose, em determinados horarios (v.g. 4 e 20 h) e (4) interferéncia decorrente da

presenca de Ca®* (1 mM) no meio de perfus&o.
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O parémetro drea G 16,7 (Fig. 21D) mostrou variacdo nas 24 horas do
dia, apresentando-se maximo as 20 h, o que é consistente com a elevada secrecdo
de insulina observada nesse horario, quando ilhotas de rato foram estimuladas por
G 16,7 (Fig. 4). Nesse sentido, é verificaco usual que glicose, em presenga de
Ca” extracelular (1-2 mM), provoca, apos imediata e rapida queda inicial, grande
aumento do efluxo de *Ca, concomitante com a secre¢do de insulina (MALAISSE,
BRISSON & BAIRD, 1973'"*; HERCHUELZ et al, 1980'%). Esse aumento do efluxo
de ®Ca reflete a entrada de Ca®™, na célula beta, através dos VDCCs tipo L
(FINDLAY et al, 1989%'; SMITH, RORSMAN & ASHCROFT, 1989°% ASHCROFT,
KELLY & SMITH, 1990 PLASMAN et al, 1990°") e corresponde a processo de
troca Ca®* x Ca”, no qual a entrada de “Ca, nas células beta, desloca “Ca dos
sitios intracelulares de ligagdo (HERCHUELZ et al, 1980'%). E sugestiva a
constatacéo, ja discutida acima, de que os maiores valores de drea G 0 também
ocorreram no periodo escuro. Assim, deve-se considerar a possibilidade de que
esses mecanismos de troca de Ca®* estejam mais ativos, nas céiulas beta de rato,

durante o periodo escuro, o que parece ocorrer também na auséncia de glicose.

N&o houve, contudo, correspondéncia entre o reduzido valor de drea
G 16,7 e a elevada secrecdo de insulina, em G 76,7, 4s 16 h (Figs. 2 e 21D).
Entretanto, foi precisamente as 16 h que a retirada de glicose, do meio perfusor,
provocou maior aumento do efluxo de *Rb (Fig. 9). Inexplicavelmente, 4 0 h, o
efeito de G 16,7, sobre o efluxo de *Ca, foi minimo. E importante, no entanto,
ressaltar que néo verificamos efeito da hora do dia sobre a secregdo de insulina,
em G 16,7 (Figs. 2 e 4). Iguaimente, a andlise conjunta dos dados de drea G 16,7,

em periodos claro e escuro, néo revelou diferenca, o que é consistente com nossas
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observagbes de que, em G 16,7, a secre¢do de insulina, nos dois periodos, foi
idéntica (Figs. 3 e 5). Sendo assim, ndo parece surpreendente a reduzida variacéo

desse pardmetro, ao longo do dia, com limitrofe falta de significancia (p = 0,06).

Finaimente, considerando os resultados da secregdo de insulina por
nés obtidos, acreditamos gue mais expressivos efeitos da hora do dia, sobre os
efluxos de “Ca, poderiam se manifestar na faixa fisiologica de concentragbes de
glicose, quais sejam, concentragcbes em que as secrecdes de insulina apresentaram

variagéao didria (Figs. 2 a §).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Investigaram-se a secregéio de insulina e os efluxos de K* e Ca* .em
ilhotas pancreaticas de rato, isoladas em seis diferentes momentos do dia (0, 4, 8,

12, 16 e 20 h).

Para o estudo da secrecio de insulina, utilizaram-se ilhotas de ratos,
alimentados ou submetidos a jejum durante 48 horas, incubadas (60 min a 37 °C)
em condic@o estatica, em tampéo-Krebs contendo glicose (entre zero e 27,7 mM),

apoés pré-incubagdo durante 30 minutos.

Os efluxos de K* e Ca** foram determinados pela medida das taxas
de efluxo de ®Rb e “Ca, respectivamente, em ilhotas previamente carregadas
desses tragadores e perfundidas por Krebs contendo diferentes concentragdes de

glicose.

Ritmo diario da secregéo de insulina foi observado em G 5,6 (Krebs
contendo glicose [6,6 mM]) & em G 83, concentragbes nas quais a maior

secrecdo ocorreu no periodo escuro.

O grupo do periodo escuro apresentou deslocamento, para a
esquerda, da curva de secrecdo de insulina em resposta a glicose, com menor

limiar estimulatério gue o grupo do periodo claro.

Incremento da concentragéo extracelular de glicose (de 5,6 para 8,3

mM) provocou maior aumento da secregio de insulina, no periodo escuro.
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0O ECso das curvas de secregao de insulina foi minimo a 0 h e méaximo

as8h.

Verificou-se correlacéo negativa, ac longo do dia, entre o efeito da
retirada de glicose do Krebs, sobre o efiuxo fracional de ®Rb, e os valores da

secrecdo de insulinaem G 0.

Constatou-se variagdo diaria do efeito da supressdo de glicose do
Krebs, sobre o efluxo de ®Rb, com valores maximo e minimo as 16 e 4 h,

respectivamente.

Jejum durante 48 horas ndo impediu a ocorréncia de variacdo diaria
do efluxo de ®*Rb. Contudo, provocou redugio, tanto dos valores de parémetros
gue medem esse efiuxo, quanto da amplitude de variacdo dos mesmos, nas 24
horas do dia. Provocou, também, aparente desiocamento de fase dos parametros

que representam o efeito da retirada de glicose do meio de perfusdo.

O efeito maximo de glicose (8,3 mM), ao reduzir a taxa de efluxo de

®Rb, foi observado a 0 h, enquanto o minimo foi registrado as 12 h.

Verificou-se significativa correlagéo, ao longo do dia, entre os valores
da secregéo de insulina e a intensidade da inibicdo do efiuxo de **Rb, provocada

por glicose (8,3 mM).

Embora se tenha constatado variacdo didria do efluxo de “®*Ca, em G
76,7, com valor maximo as 20 h, ndo se observou correlagdo entre este parametro

e os valores da secrecéo de insulina, em presencga de G 16,7.

Diante desses resultados, conclui-se que, em células beta de ithotas

pancreaticas isoladas de rato:
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A sensibilidade a glicose esta diminuida no periodo claro.
A responsividade a glicose é méxima a 0 h e minima as 8 h.

A secrecao de insulina, estimulada por concentragdes fisioldgicas de
glicose, € maior durante o periodo de atividade dessa espécie, ¢ que decorreria do

maior efeito de glicose, ao reduzir a permeabilidade a potassio, no periodo escuro.

A ativagdo de canais K'arp provocada por glicopenia é,

aparentemente, mais extensa ao final do periodo de repouso dessa espécie.

O ciclo alimentacdo-jejum, aparentemente, exerce efeito mascarador

sobre o ritmo diario do efluxo de potassio.

107



SUMMARY



SUMMARY

This thesis examines the insulin secretion and the K" and Ca®" effluxes
in pancreatic islets at different times of the day. Insulin secretion was measured
during a 60 min incubation (37 °C) of islets from fed or 48 h-starved rats. The K' and
Ca®* effluxes were determined by measuring the rate of Rb* and Ca® efflux,
respectively, from islets preloaded with these tracers and incubated in Krebs solution
containing different concentrations (0; 2.8; 5.6; 8.3; 11.1; 16.7 and 27.7 mM) of

glucose.

A diary rhythm was observed in insulin secretion, with the highest
release occurring during the dark period in G 5.6 (Krebs containing 5.6 mM glucose)
and G 8.3 The dark period insulin secretion curve in response to glucose was
shifted to the left compared with the light period response and showed a lower
stimulatory threshoid. Thus, the lowest ECs, for stimulation by glucose was observed

at 12:00 a.m. (7.8 mM) and the highest at 8:00 a.m. (12.4 mM).

During the day, a negative correlation was shown between the effect of
the glucose withdraw from the Krebs, on the fractional efflux of the ®*Rb and the level
of insulin secretion in G 0. For the former, the maximum and minimum occurred at

4:00 p.m. and 4:00 a.m., respectively.

Starvation for 48 h did not inhibit the occurrence of %*Rb efflux
although there was a reduction in the absolute values and in the range of variation
over a 24 h period. It also induced apparent shift of phase of the parameters that

represents the effect of the glucose removal from the perfusion medium. The
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maximum and minimum effects of 8.3 mM glucose in reducing the efflux rate were
observed at 12:00 a.m. and 12:00 p.m., respectively. Over a 24 h period, there was a
significant correlation between the level of insulin secretion and the inhibition of

%Rb efflux induced by 8.3 mM giucose. -

Although the efflux of *Ca in G 76.7 peaked at 8:00 p.m., there was no
correlation between this parameter and the level of insulin secretion in this

concentration of glucose.

These results indicate that in response to physiological concentrations
of glucose, beta cells of the rat’s isolated pancreatic isiets release more insulin
during the normat activity period of the species. This higher secretion may be related
to an improved ability of glucose to reduce the permeability of these cells to
potassium during the dark period. The giycopenia-mediated activation of K'amp
channels in rat pancreatic beta cells is greater at the end of this species rest period.
The feeding-starvation cycle appears to mask the daily rhythm of potassium efflux

from beta cells.
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