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INTRODUGAO

A insulina € um horménio capaz de diminuir & concentragéo de glicose no
sangue. Por esta raz&o, déficit na liberagao de insulina produz severas alteragbes
metabdélicas, como o diabetes mellitus. A insulina € liberada das células B de
ilhotas de Langerhans. As ilhotas s8o um complexo de células enddcrinas, onde
60 a 70 % da populagéo celular € constituida por células p, secretoras de insuling;
20 a 25 %, por células o, secretoras por glucagon; 10% de células 8, secretoras
de somatostatina e cerca de 1% por células PP, responsaveis pela secrecéo do
polipeptideo pancreatico. A funcdo de cada uma dessas células pode ser
influenciada diretamente pelas células vizinhas por uma via de conexao estrutural
(“gap junction”) (EDDLESTONE et al, 1984, MEDA et al, 1984) ou através do
efeito paracrino devido as agbes dos hormodnios langados no espago extracelular
(PIPELEERS,1987).

Os secretagogos de insulina podem ser classificados em dois grupos: os
iniciadores e potencializadores. Os iniciadores sac capazes de estimular a
secrecdo de insuling; incluem nutrientes que sdo metabolizados pela célula B
{como: glicose, leucina, isoleucina, arginina), e o0s potencializadores sé&o
substancias que estimulam ¢ metabolismo de substratos endoégenos e agentes
farmacolégicos como por exemplo, a carbamilcolina. (ASHCROFT,1988).

O processo secretdrio da insulina é deflagrado por uma seqUéncia de

eventos iniciados pelo metabolismo da glicose efou de outros nutrientes e



também pode ser iniciado ou afetado por vérios farmacos {(MALAISSE et al, 1980;
MALAISSE et al, 1981; PANTEN et al, 1989).

Uma das formas de ativacé@o do processo secretdrio envolve a mudanca do
estado elétrico das células B. O potencial de repouso da célula B é principalmente
determinado pela atividade dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Kare ).
Quando ha aumento na concentragéo de glicose plasmatica, verifica-se aumento
da captagdo de glicose pela célula B e seu metabolismo é estimulado,
aumentando a geracdo de ATP e, conseqlentemente, a relacgdo ATP/ADP,
levando ao fechamento de canais de potassio sensiveis ao ATP (doravante
designados canais Kare ) causando a despolarizacdo da membrana. Isto resulta
na ativacdo dos canais de Ca> sensiveis a voltagem e na iniciagdo de uma
atividade elétrica ritmica, tipicamente em bursts. O aumento do influxo de Ca**
induz liberagéo de Ca” intracelular e, conseqglientemente, aumenta a secrecio de
insulina (PRENTKI & MATSCHINSKY, 1987).

Na céluia B pancreatica a glicose é transportada através da membrana pelo
transportador denominado GLUT 2. Apbés a captacéo, ela & fosforilada e
metabolizada, aumentando a producdo de NADH(P) reduzido, H" e de ATP. O
aumento da razdo ATP/ADP promove o fechamento dos canais de K’ sensiveis ao
ATP, despolarizando a célula e, conseqlientemente, promove a abertura dos

canais de Ca> do tipo L e uma atividade elétrica tipica, com surtos de potenciais



de agdo dependentes de Ca** extracelular (ASHCROFT & RORSMAN, 1989),
resultando no aumento da concentraggo citosdlica de Ca**.

Além deste processo, o inicio da secre¢&o pode ocorrer independente do
blogqueio do canal de Kxre, como sugerido por GEMBAL et al, (1993).

Como j&@ exposte, a insulina promove a reducdo da glicemia plasmatica;
portanto, deficiéncia da sua secrecfo pode resultar no diabetes mellitus. Suas
manifestacbes clinicas séo caracterizadas por hiperglicemia, polidria, polidipsia e,
muitas vezes, cetose. Muitas formas de diabetes s&o reconhecidas; porém, de
acordo com os critérios de classificagdo atualmente aceitos, o diabetes pode ser
dividido em duas sindromes morbidas gerais. No diabetes tipo 1, também
chamado diabetes mellitus dependente de insulina (DMID), o individuo tem pouca
ou nenhuma capacidade enddgena de secrecao de insulina, desenvolvendo
hiperglicemia extrema, cetose e, por conseguinte, dependem totalmente da
insulina exdégena para a sua sobrevivéncia. Esta forma surge geralmente, no
inicio da vida adulta. O tipo 2, ou diabetes mellitus ndo-dependente de insulina
(DMNID), ocorre em individuos que ainda possuem capacidade significativa de
secrecéo de insulina. Embora possa haver necessidade de tratamento com
insulina, para o controle da hiperglicemia, estes pacientes nZco desenvolvem
cetose na auséncia de insulinoterapia e tampouco dependem da insulina exégena

para sua sobrevivencia (BENNET & PLUM, 1997).



O tipo 1 é a forma mais grave de diabetes mellitus priméria e a menos
freqUente (5 a 15%). Afeta principaimente individuos jovens; é caracterizada pela
destruicBo da maioria das células B. Esses individuos podem desenvolver
hiperglicemia extrema, cetose e sintomas asscciados, a ndo ser que sejam
tratados com insulina. Dependem totalmente da insulina exdgena para a sua
sobrevivéncia,

Por outro lado, no diabetes mellitus tipe 2 (DMNID), o diagnéstico é menos
preciso, sendo baseado na distingdo entre niveis normais e anormais de glicemia.
Essa abordagem encontra-se associada a varias dificuldades, visto que a prova
de tolerancia & glicose oral € afetada por muitas variaveis que podem causar
anormalidades leves do metabolismo da glicose, independentemente do diabetes.
O DMNID, geralmente, ndo depende da insulina; é a forma mais freqiiente,
compreendendo 85 a 85% dos diabéticos, podendo evoluir para o diabetes tipo 1.
Em geral, tem inicio depois dos quarenta anos de idade, com instalagéo gradual
dos sintomas, mais tardio em comparagic a manifestagdo do tipo 1. A
concentragdo plasmatica de insulina pode ser normal ou ainda mais elevada do
gue em individuos n&o obesos com tolerancia normal a glicose. Na realidade, a
concentragéo de insulina & anormalmente baixa para a concentragéio plasmatica
de glicose, em comparagéo aos nac diabéticos de mesmo grau de obesidade

(BENNET & PLUM, 1997).



Em estudos da fisiopatologia do diabetes mellitus ndo insulino-dependente
(DMNID), foram identificados basicamente dois defeitos: resisténcia a insulina e
prejuizos da funcdo da célula B-pancredtica, i.e, secrecdo deficiente (LEAHMY,
1990). Estas alteragcdes séo causadas por uma combinagéo de fatores genéticos
e ambientais (MUECKLER, 1990;TAYLOR et al.,1994). Os estudos em gémeos
permitiram distinguir a contribuicdo da heranca em relagdo a participacéo dos
fatores ambientais. Entre gémeos com menos de 40 anos de idade, se um deles
for diabético (principaimente com DMID baseado na idade), em apenas 30 a 50%
dos casos O outro desenvolve diabetes. Porém, se 0s dois pares forem
concordantes, o segundo gémeo geralmente desenvolve diabetes em dois anos
apés o primeiro. Numa doenga puramente genética, a concordancia deve ser de
100%. Isto sugere que, embora os fatores genéticos sejam importantes nc DMID,
s&o apenas fatores predisponentes que devem interagir com influéncias
ambientais para que haja desenvolvimento do diabetes (BENNET & PLUM, 1997).

No diabetes mellitus freqientemente se observam complicagdes
degenerativas caracterizadas por lesbes de fundo neurolégico. Tais neuropatias
S&0 comuns em pacientes em estagios avangados de diabetes mellitus, afetando
nervos periféricos e o sistema nervoso autdnomo. Alteracdes da velocidade de
conducdo do impulso nervoso também sdo verificadas em diabetes experimental

(KOSTYUK, 1997).



Alguns autores sugeriram que lesGes neurolégicas poderiam surgir bem
cedo, durante o desenvolvimento do diabetes (HOSKING et al, 1978, LAUTT,
1979), quando ainda ndo seriam facilmente detectadas alteragies sistematicas da
glicemia. De acordo com estes autores, as lesdes do sistema nervoso
parassimpatico seriam precoces e estariam entre as principais modificacoes
funcionais envoividas na etiologia do diabetes do adulto ndc-obeso. Segundo
recomendagbes do Diabetes Council Comifte Research Group (DCCTRG, 1995),
a terapia intensiva poderia retardar ou impedir 0 desenvolvimento de
manifestacbes clinicas da polineuropatia diabética. Infelizmente, as formas
subclinicas da neuropatia sdo de difici! diaghdstico. Antes que lesbes mais
amplas possam ser identificadas, ocorre diminuigéo da velocidade de condugéo
dos impulsos em nervos motores e sensoriais. Estudando um grupo de setenta e
cinco criancas e adolescentes diabéticos, dos quais apenas trés apresentavam
sinais e sintomas caracteristicos de neuropatia, HYLLIENMARK et al {1995)
observaram que, apesar do bom controle metabdlico e da subdivisio da dose
diaria de insulina em multiplas injecdes, agueles pacientes ainda apresentaram
reducdo da velocidade de condugio em nervos motores e sensoriais.

O controle nervoso das fungdes pancreaticas é efetuado por ramificagbes
parassimpaticas pré-ganglionares do vago. No pancreas as fibras vagais que
fazem sinapse com neurdnios colinérgicos inervam as células das ilhotas.

Estudos em animais normais sugerem que o sistema nervoso parassimpatico néo



apresenta tonus estimulatdrio. Por outro lado, o sistema nervoso simpético exerce
tonus inibitério sobre a secrecdo de insulina. (JEANRENAUD &
JEANRENAUD,1987).

O nicleo motor dorsal do nervo vago supre a inervagéo pré-ganglidnica
para o pancreas (SIAUD et al, 1990) com fungéo secretomotora (IONESCU et al
1983). A secrecdo de insulina & inibida pela vagotomia bilateral (FROHMAN et al
1967), a qual rompe o equilibrio existente entre as vias que controlam a glicemia
através da inervagdo autondmica, liberando as céluias B do controle central
efetuado pelos nucleos motores dorsais do vago e do trato solitario. Estas areas
estéo sob a infiluéncia de grupamentos neuronais do hipotalamo veniromedial e
lateral (NIIJIMA, 1986; NIIJIMA et al, 1988; DORETTO, 1989).

No abdome o trenco veniral do vago percorre a parede ventral do eséfago
e se divide formando os ramos hepatico, ventral gastrico e, em alguns casos, o
celiaco acessério. O tronco dorsal percorre a porgdo dorsal do esdfago e se
ramifica, dando origem aos ramos celiaco e dorsal gastrico (POWLEY, et al, 1983,
BERTHOUD et al,1983; PRECHTL & POWLEY, 1985; BERTHOUD et al 1990).

Diversos estudos do processo secretério da insulina, realizados com ratos
normogiicémicos, constataram que hé secrecéo reflexa de insulina em resposta a
estimulos gustativos, a qual & mediada pelo nervo vago (LOUIS-
SYLVESTRE,1976). Esta via € reconhecida como a responsavel pela fase cefalica

da secrecdo de insulina, a qual precede a chegada do alimento ao estdmago



(STEFFENS, 1976). NIIJIMA (1991) demonstrou que a estimulagio da lingua pelo
sabor doce (D-glicose 5 g/dl ou sacarose 10 g/dl) aumentou a atividade elétrica
dos ramos pancreaticos e hepaticos do nervo vago e diminuiu as descargas do
nervo espiacnico, nos ramos para as adrenais, pancreas e figado. Por outro lado,
o estimuio pelo sabor salgado (NaCl 5%) resultou em efeitos opostos.

Também foi observado gue o refiexo pré-absortivo das fungbes viscerais foi
blogueado pela anestesia da lingua em ratos normais, a semelhanga do que
aconteceu com a estimulacdo dos receptores gustativos e em ratos decerebrados.
Estas demonstracbes confirmaram os estudos de HALTER et al (1975) e de
LOUIS-SYLVESTRE (1976), os quais demonstraram que o reflexo originado nos
receptores gustativos pela glicose encontra-se prejudicado em diabéticos.

O desaparecimento da primeira fase da secregdo & um dos sinais precoces
do estabelecimento do diabetes. O primeiro pico (pré-absortivo) da liberaggo de
insulina, reflexamente induzido pela presen¢a do alimento na cavidade oral, foi
abolido pela vagotomia troncular (LOUIS-SYLVESTRE, 1976). Por outro lado, o
segundo pico de secregdo de insulina, desencadeado pela presenga do alimento
na porgéo gastroduodenal, ndo parece ser devido a estimulag&o vagal direta das
células B. Embora o primeiro pico tenha sido abolido pela vagotomia troncuiar
completa, o segundo foi mantido em ratos diabéticos apds transpiante de tecido
pancreético; portanto, mesmo ilhotas denervadas manifestam a resposta (LOUIS-

SYLVESTRE,1878).



Além de afetar direstamente a secrec@o de insulina, os nervos auténomos
podem também influenciar a tolerancia a glicose, uma vez que controlam funcdes
hepaticas. A desnervacdo parassimpdtica envolvendo o pancreas e o figado
prejudica a toleréncia oral a glicose, tal como constatado em pacientes
submetidos a tratamento cirurgico de Giceras duodenais (vagotomia troncal ou
piloroplastia). Eles apresentaram tolerancia anormal a glicose, com aumento da
glicose plasmatica, em comparagdo aocs valores normais de uma hora, porém
normal ou baixa em duas horas {HALL et al, 1973). Possivelmente, isto pode ser
devido a rapida absor¢do de glicose, apés a piloroplastia.

As fungdes glicostaticas hepaticas também séo controladas pelo vago, o
qual coordena a intensidade de mobilizagdo das reservas energéticas
(YAMAGUCHI, 1992). Uma das fungbes da insulina é a ativacdo de uma
seqUéncia de reagdes enzimaticas que supre unidades de trés carbonos ligados a
uridina difosfato (UDPG), ativando a sintetase glicogénio, direta ou indiretamente.
(DE FRONZO, 1988).

A inervagdo autondmica do parénquima hepatico modula a atividade das
enzimas que determinam a mobilizag&o das reservas de glicogénio (LAUTT, 1980;
JUNGERMANN, 19892). A porcdo parassimpética, atuando através de receptores
muscarinicos, induz a elevagdo na atividade das enzimas que promovem a
sintese e 0 armazenamento de glicogénio (NIJIMA,1889; JUNGERMANN, 1992).

Por outro lado, a por¢cdo simpatica atua de maneira seletiva, dependendo do tipo



de adrenoceptor ativado. Quando ocorre a ativacdo dos receptores tipo o-2
adrenérgicos presentes nos vasos que perfundem o parénguima, verificam-se
mudangas na hemodinamica local regulando o fluxo de oxigénio para as células.
Quando os receptores ativados s&o do tipo B-2 adrenérgicos, aumenta a geragéo
de AMP ciclico, que & o agente ativador de aigumas proteinas-quinase
dependentes de AMPc , que por sua vez ativam as enzimas glicogenoliticas e
glicoliticas (LAUTT,1980). Existe ainda uma populacido de receptores o-1
adrenérgicos, que também ativam as fosforilases, induzindo a deplecido das
reservas de glicogénio. No entanto, a acdo desies recepiores decorre da
estimulagdoc da fosfolipase C e da geragcdo de ftrifosfatidil de inositol
(IP3)(BERRIDGE,1986) .

Também tem sido proposta a existéncia de glicoceptores, que funcionariam
como sensores de glicose nos vasos sangdineos que perfundem o figado
(RUSSEK, 1963). A aferéncia proveniente destes receptores teria a funcgdo de
informar ao hipotalamo a “"concentragéo” de glicose que chega ao figado. A partir
destas informacbes, o hipotalamo lateral e o veniromedial coordenariam as
respostas eferentes que interferem nas fungbes das adrenais, figado e pancreas
endécring, medulando a mobilizago das reservas de glicose.

GIACOMINI et al (1994) sugeriram que a inervacéo vagal exerce um efeito
trofico sobre as células das ilhotas, apds constatar que a vagotomia alterou a

permeabilidade da membrana das células § ao Rb" (rubidio) utilizado como
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substituto do K'. E possivel que outros parametros iniciais do processo de
secrecdo também sejam afetados pela disfungdo do sistema nervoso autdnomo,
particularmente o controle vagal, tal como fluxo de Ca ¥ das células B induzido
pela glicose e aminoacidos.

Portanto, disfuncdes do vago ou a remogao da inervacé&o vagal poderiam
afetar a fisiologia do figado e/ ou do pancreas enddcrino e, por si 80, alterar as

respostas individuais a insulina ou a sobrecargas de glicose.
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OBJETIVOS

Em vista do acima exposto, neste trabalho estudamos:

1-) Os efeitos, a médio prazo (quinze e trinta dias), da vagotomia
subdiafragmatica seletiva sobre a permeabilidade ao Ca®, em presenga dos
secretagogos glicose e arginina, e o efeito potencializador da carbamilcolina

sobre a estimulagao com glicose.

2-) Os efeitos da vagotomia a curto (oito dias) e médio prazo (trinta dias) sobre a

sobrecarga de glicose, avaliada através do teste de tolerancia a glicose (GTT).

3-) Os efeitos da vagotomia de curto (oito dias) e médio prazo (trinta dias) sobre a

resposta a uma sobrecarga de insulina (ITT).
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar, de dois a quatro meses de idade,
pesando entre duzentos e duzentos e cinquenta gramas. Os animais foram
mantidos em condigbes de fotoperiodo controlado (12 : 12 h, luz acesa as 6:00).
Agua e ragso (LABINA- PURINA) estiveram disponiveis “ad libitum”.

Os ratos foram distribuidos nos grupos experimentais: controle e
submetidos a vagotomia seletiva do ramo pancredtico. Os efeitos da vagotomia
foram estudados, a curto € médio prazo (oito, quinze e trinta dias apds a cirurgia),
sobre os seguintes parametros:

% Fluxo de **Ca* em ilhotas isoladas, (quinze e trinta dias)
+ Teste de tolerancia & glicose (GTT), (oito e trinta dias)

< Teste de tolerancia a insulina (ITT), (cito e trinta dias)

Cirurgia

Antecedendo a cirurgia, os ratos foram mantidos em jejum durante a noite
anterior. A cirurgia foi efetuada sob anestesia com pentobarbital sédico (50mg/ Kg

de peso) apbs tricotomia e anti-sepsia com aicool na regidc abdominal. A seguir,
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foi feita uma incis&o na parede do abddmen, logo abaixo do esterno, expondo a
porgéo do esdfago abaixo do hiato esofagiano, para evidenciar os troncos vagais,
dorsal e ventral, e as suas ramificacdes: gastricas, hepatica, celiaca {pancreatica)
e celiaca acessoria, seguindo as indicacbes de LAUTT (1980) e LOUIS-
SYLVESTRE (1976,1978). Ap6s a secgdo do ramo dorsal esquerdo, a incisdo
abdominal foi suturada com fio de algodéo (5-0) e a anti-sepsia dessa regiao foi
feita com merthiolate {Lilly). A seguir foram administrados (0,2 ml) de pentabiotico
para animais de pegueno porte (Fontoura - Wyeth), via intramuscular, em cada
pata posterior. Os ratos operados foram mantides no biotério e tratados com

terramicina (Pfizer) oral, durante cinco dias.

Verificacio da eficacia da vagotomia

Decorridos sete dias apds a cirurgia, realizamos ¢ teste de validagio da
eficiéncia da vagotomia (LOUIS- SYLVESTRE et al, 1981). Foi administrado 1,0
ml de solugdo de glicose a 50 g/dl através de uma cénula colocada sobre a lingua
e, apds vinte minutos, foram coletados 2,0 ml sangue de através da veia
oftélmica, utilizando tubos capilares heparinizados. O sangue foi imediatamente
centrifugado a 5000 rpm e o plasma foi utilizado para a dosagem de glicose, pelo

método da glicose oxidase (“kit" E-Enziméatico, Celm- Reactoclin).
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Teste de tolerancia & glicose endovenoso (GTT)

Para realizar o teste de tolerancia & glicose, via intravenosa, os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/kg de peso, i.p.). Constatada a
auséncia do reflexo de retirada da pata ao pingamento, indicativo da sensacéo
dolorosa, foi realizada uma incisdc na porgéo interna da perna posterior, para
localizar a veia femural. Com auxilio de seringas utilizadas para injetar insulina,
uma amostra de sangue (0,3 ml) foi coletada para a determinagdo da glicemia
inicial (tempo zero). Em seguida, foi administrada uma sobrecarga de glicose (1
g/kg de peso). Outras amostras foram coletadas aos cinco, quinze, trinta,
guarenta e cinco e sessenta minutos apds a scbrecarga de glicose, sendo
acondicionadas em gelo. Ao final de coleta, foram centrifugadas a 2500 rpm
durante quinze minutos; o plasma foi separado e utilizado para a dosagem de

glicose.

Teste de toleraéncia a insulina (ITT)

Os ratos submetidos ao ITT receberam uma injegéo de insulina (30 nU/100

g de peso corporal) logo apos a coleta da primeira amostra de sangue. Os demais
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procedimentos de coleta de sangue e processamenio das amostras foram

idénticos aos descritos no item anterior.

Dosagens Séricas

Glicose
Para a determinacdo da glicose foi utilizado o método enzimatico {“kit" glicose-E

Enziméatica Celm-Reactoclin, originalmente descrito por TRINDER (1969).

Andlise dos Resultados dos Testes de Toleréncia a Glicose ¢ a Insulina

Para analisar os efeitos do teste de tolerancia a glicose para cada curva,
foram calculadas as constantes aparentes (K.), que exprimem a velocidade de
desaparecimento (ou remogao) da glicose do compartimento vascular, no periodo
compreendido entre o quinto e trigésimo minutos. O mesmo pracedimento foi

realizado para o teste de tolerancia & insutina. (LEFEBVRE & LUYCKX, 1982).

Isolamento de ithotas para a medida do efluxo de “Ca®",

O isolamento das ilhotas foi realizado por meio da destruigdo seietiva do
pancreas, utilizando colagenase (EC3.4.24.3), conforme LACY &

KOSTIANOVSKY (1967), com pequenas modificaces.
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Os ratos foram mortos por decapitacéo e, apds incis&o abdominal, foi
ocluida a extremidade duodenal do ducta biliar comum. Um catéter foi inserido na
parte proximal do duto hepatico, para injetar 10 ml de solugéo Hanks contendo 8
mg de colagenase (Boehinger, Mannheim, GmbH, Alemanha), para intumescer o
pancreas e iniciar a digestdo. Este foi imediatamente excisado e transferido para
uma placa de Petri contendo solugdo de Hanks e limpo, separando-se a porgac
gordurosa € a maioria dos vasos e glanglios linfaticos. Para cada experimento
foram usados, em média, quatro pancreas, os quais foram picados com tesoura.
Este tubo foi mantido durante vinte minutos em banho-maria a 37°C, sendo
continuamente agitado pelo gaseamento com carbogénio (95% 02/5% CO,). Apds
esse periodo, o tubo foi agitado manuaimente por aproximadamente um minuto e
meio. O procedimento foi interrompide apds a mistura apresentar um aspecto
"leitoso”, homogéneo. Entdo, o contendo foi transferido para outro frasco e diluido
com solugdo de Krebs, a qual foi trocada varias vezes para remover os
fragmentos de tecido e ermitir a preciptac&o das ilhotas. As ilhotas foram

coletadas manualmente, sob lupa, usando pipeta siliconizada.
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Soluctes

Solucéo de Hanks para isolamento de ilhotas

Para o isolamento das ilhotas, esta solugio apresentou a seguinte composicao
ibnica (em mM): Na", 141,5; K, 5,8; Ca™, 1,3; Mg™", 0,8; CI', 143,6; HCOs, 4.2,
HPO., 0,3; SOZ, 0,8, H,PO,, 0,4. O pH da solucéo foi ajustado em 7,4 com

carbogénio (85% O2: 5% COy, viv ) (HANKS e WALLACE, 1949).

Solucéo para lavagem, incubacio e perfusdo das ilhotas.

A solucdo de Krebs (KREBS e HENSELEIT,1932) foi utilizada para
lavagem, incubacéo e perfusdo das ilhotas de Langerhans, sendo composta de
(em mM) : Na', 139,0 ; K', 5,0, Ca™, 2,6; Mg®*, 1,0; CI, 123,6; HCOs, 24,0.
Durante o periodo de incubacfo, com o intuito de aumentar a captagéo de “Ca,
utilizamos uma solucéio de Krebs onde o ion Ca®" foi suprimido. A solugéo foi
acrescentada 500 mg/dl de albumina bovina (Gibco, Gent, Bélgica),
imediatamente antes do uso e, em seguida, equilibrada e mantida em pH 7,4

através de gaseamento com carbogénio.
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Efluxo de “*Ca**

Apos isoladas, 150 a 200 ilhotas foram depositadas em camara forrada
com filtro de acetato de ceiulose (SCWP 01300, 8 um, Millipore, Franca). O
sistema de perfuséo foi constituido por um banho-maria para manter constantes a
temperatura (36°C) e a pressdo das solugbes de perfusdo. Uma bomba
peristltica de dois canais (Minipuls 2, Gilson Medical Electronics, Franga) foi
utilizada para impulsionar as solugdes perfusoras através da camara contendo
ithotas. As solucdes de Krebs, controle e experimental, que perfundiram,
alternadamente, as ilhotas eram provenientes de dois frascos mantidos no banho-
maria e foram continuamente gaseadas com carbogénio para manter o pH a 7,4.
O efluente foi coletado a cada dois minutos, em frascos apropriados para a
contagem de radioatividade. O fluxo foi ajustado para 1 mi/minuto. A defasagem
entre a mudanca de posicdo das valvulas (torneiras) e o inicio da troca das

solucdes nas camaras foi devidamente computada na elaboragéo dos graficos.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Resposta a glicose
1-)} Condigéo inicial: solugdo de Krebs desprovida de glicose (GO)
2-) Condicdo experimental: solucio de Krebs contendo 16,7 mM de glicose

(G16,7)
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Na primeira fase do efluxo (controle) as ithotas foram perfundidas com
solugcéo de Krebs desprovida de glicose e, ap6s o quadragésimo minuto (fase
experimental), esta foi trocada pela solugdo de Krebs contendo 16,7 mM de

glicose.

Resposta a carbamilcolina

1-) Condicao inicial: solugio de Krebs contendo 5,6 mM de glicose (G5,6).
2-) Condicao experimental; solucéo de Krebs contendo glicose 5,6 mM e 100uM
de carbamilcolina (G 5,6 + CCh).

O procedimento experimental foi idéntico ao descrito no item anterior,
poréem no quadragésimo minuto a solugdo foi trocada por outra contendo 5,6 mM

de glicose e 100uM de carbamilcolina .

Resposta 4 arginina

1-) Condicac inicial: solucio de Krebs contendo 8,3 mM de glicose (G8,3).
2-) Condicao experimental: solugéo de Krebs contendo 8,3 mM de glicose e 20mM
de arginina (G8,3+Arg).

O procedimento experimental foi idéntico ao descrito no item anterior.
Porém, no quadragésimo minuto a solugéo foi trocada por outra contendo 8,3 mM

de glicose e 20 mM de arginina.
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Para analisar os efeitos da vagotomia seletiva sobre a permeabilidade da
membrana da célula p sobre o efluxo de “Ca®, além da descricao da variagdo do
fluxe induzido pelas mudancas indicadas no protocolc experimental, foram
calculadas as areas sob as curvas {expressas em unidade arbiiraria) para os
intervalos entre o quadragésimo-quinquagésimo minutos. As estimativas dos

valores das areas sob as curvas foram obtidas através do programa ORIGIN 2.8.

Analise Estatistica

Os valores do tempo zero do ITT e do GTT, das constantes (K.) e das
areas sob a curva dos efiuxos de “Ca* foram comparados através da analise de
variancia, seguida pelo teste de Tukey. Foram admitidas como significativas as

diferencas com probabilidades inferiores a 5% (ZAR,1996).
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RESULTADOS

TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE POS-VAGOTOMIA

Considerando que a auséncia do controle parassimpatico sobre as ilhotas
de Langerhans possa influir na utilizagéo da glicose, estudamos a resposta dos
grupos experimentais a uma sobrecarga de glicose (1g/kg de peso corporeo),
administrada através da veia femural (figura. 1). A vagotomia, a curto ou médio
prazo (VGTP 8 e VGTP30 dias), ndo alterou a glicemia de jejum de 12 horas.
Apos trinta minutos da administracdo da sobrecarga, a glicemia do grupo controle
retornou aos valores basais (104,77 + 10,17). No grupo estudado apos oito dias da
vagotomia, embora a glicemia diminuisse, manteve-se acima dos valores de
controle durante todo periodo experimental. No grupo trinta dias, a glicemia
diminuiu rapidamente até o trigésimo minuto, porém, voitou a se elevar no final do
teste, quando se tornou igual ao VGTP 8 dias.

Para cada um dos grupos experimentais foram calculadas as constantes de
desaparecimento de glicose (Ka), cujos valores foram: grupo controle, Ka= 0,024 +
0,002; vagotomizado 8 dias, K, = 0,004 + 0,002 e vagotomizado 30 dias, Ka =
0,012 + 0,002 A andlise de variancia demonstrou diferengas entre 0s grupos
controle € VGTP 8 dias (P<0,001) e VGTP 30 dias (P<0,01), mas néao entre os
grupos VGTP 8 e VGTP 30 dias (P>0,05).



TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

A figura 2 mostra que a administracio endovenosa de insulina (30 pnU/100 g
de peso corporal) provocou reducao da glicemia nos ratos- controle e nos VGTP 8
e 30 dias até o trigesimo minuto No grupo- controle, gapos o frigésimo minuto a
glicemia voltou a aumentar, resultado consistente com registros de outros autores,
gue mostram ser esta a resposta esperada & administracao da sobrecarga de
insulina. Diferindo deste, os grupos vagotomizados mantiveram a glicemia baixa
(P< 0,05, 8 dias; P< 0,05, 30 dias, n= 4 para o0s trés grupos experimentais).

A analise de variancia mosirou que ndo houve diferenga entre os grupos
controle e VGTP 8 e VGITP 30 dias, no tempo zero (P>0,05), porém no
sexagésimo minuto o grupo controle diferiu dos grupos VGTP 8 e VGTP 30 dias
(P<0,001), mantendo-se com valores mais elevados. Por sua vez, nao houve
diferenga significativa entre os grupos VGTP 8 e 30 dias, em relagdo ao

sexagésimo minuto.

A velocidade de remocdo de glicose, expressa pela constante, K,, para o
periodo quinto- trigésimo minutos foi 0,074 + 0,014 para o grupo controle; 0,072 £
0,008 para o VGTP 08 dias e 0,060 + 0,005 para o VGTP 30 dias. Os valores da

constante de desaparecimento da glicose entre os trés grupos experimentais néo

diferiram entre si (P>0,05).
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Figura 1— Concentrac&o de glicose plasmatica (mg/dl} durante o teste intravenoso
de tolerancia & glicose (1g/kg de peso corporal, i.v) em ratos controle e apds oito
ou frinta dias de vagotomia (VGTP 8 dias e VGTP 30 dias). Cada ponto representa

a média + epm (erro padréo da média), sendoon=4.
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Figura 2- Concentracdo de glicose plasmatica (mg/dl) durante o teste de tolerancia
a insulina (30 uU/100 g de peso corporal, i.v) em ratos- controle e oito ¢ trinta dias
ap6s vagotomia (VGTP 8 dias e VGTP 30 dias). Os dados representam a média +

epm. (erro padrdo da media), sendoon =4
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Tabela 1

Valores das Constantes Aparentes (K, médias + epm, n=4) do Teste de
Tolerancia a glicose. Os valores foram obtidos a partir da figura 1 e seus calculos

foram efetuados de acorde com LEFEBVRE & LUYCKX, 1882.

Controle VGTP 8 dias VGTP 30 dias

Ka 0,024 + 0,002 0,004 + 0,002** 0,012 £ 0,002*

Significancia * P<0,05 ; **P<0,01,; **P<0,001

Tabela 1.1
Valores das Constantes Aparentes (K medias = epm, n=4) do Teste de

Tolerancia & insulina. Os valores foram obtidos a partir da figura 2 e calculados de

acordo com LEFEBVRE & LUYCKX, 1982.

Controle VGTP 8 dias VGTP 30 dias

Ka 0,074 £ 0,014 0,072 + 0,008 0,060 + 0,005

26



EFLUXO DE |45032" EM ILHOTAS ISOLADAS DE RATOS VAGOTOMIZADOS

Mudancas em fluxos idnicos sdo eventos iniciais na cadeia de reagdes que
levam a secrec@o de insulina induzida por glicose. Tais eventos envolvem
inicialmente variagbes do efluxo de K' e de Ca®* e poderiam ser afetadas pela
remogdo da inervagdc parassimpatica. Primeiramente, estudamos as
modificagbes dos fluxos de ® Ca®', induzidas pela estimulacdo de ilhotas de
Langerhans de ratos com 16,/mM de glicose (figura. 3). Em ilhotas isoladas de
ratos controle (integros), seis minutos apés a introducao de 16,7 mM de glicose 0

efluxc dobrou em relagido aos ultimos minutos do periodo controle, sendo mantido

em platd aié o final da perfuséo (p<0,05).

Em outra forma de analise do efluxo, comparamos as areas sob as curvas
dos grupos controle e experimental (unidade arbitraria), onde novamente se
verificou que o efluxo no periodo que se seguiu a adicdo de glicose foi maior no
grupo controle do que nos grupos vagotomizados (P<0,001). Enquanto no grupo
controle a area foi de 21,8 + 5,67, nos grupos vagotomizados foi menor, nio
diferindo entre si (VGTP 15 dias ,A = 12,66 = 1,71; VGTP 30 dias, A = 12,06 +

2,16), (P>0,05)
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Também avaliamos o efeito da vagotomia sobre a sensibilidade das celulas
B a carbamilcolina {usada como substituta de acetilcolina) em presenca de 5,6 m
de glicose. Para esse fim, medimos o efluxc de ®Ca®". Em ilhotas isoladas de
ratos controle, a adicdo de carbamilcolina (100 pM) a solugio perfusora provocou
aumento transiente do efluxo de *Ca? apés os primeiros cinco minutos,
permanecendo elevada em relagdo ao periodo precedente por oito minutos
(p<0,05). Este aumento foi também calculado pela comparacao entre as areas do
periodo controle e experimental, o qual mostrou que a area do grupo controle foi
maior do que as areas dos grupos VGTP 15 e VGTP 30 dias (A= 17,76 + 3,92
controle; A=10,31 £ 2,04 VGTP 15 dias; A=11,19 £ 2,01 VGTP 30 dias, P<0,01).
No entanto, nas ilhotas isoladas de ratos submetidos a vagotomia posterior (ramo
pancreatico), a resposta @ carbamilcolina foi abolida, mantendo a mesma
velocidade de efluxo do periodo que antecedeu a adigdo da carbamilcolina. Estes
resultados sugerem que tenha ocorride reducéo da sensibilidade colinérgica nas
ilhotas, nos quinze e trinta apés a vagotomia.

Também procuramos avaliar os efeitos da vagotomia sobre a sensibilidade
das células B ao aminodcido arginina. Os efeitos da arginina sobre o efluxo de
“Ca® foram estudados em presenca de glicose 8,3 mM em ilhotas isoladas de
ratos- controle e VGTP 30 dias (figura 5). No grupo controle (integro), cinco
minutos apos a introducéo de 20 mM de arginina , a constante de efluxc de *Ca®*

aumentou 2,3 vezes em relacgido aquela induzida por 8,3 mM de glicose. Apds um
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platd de cinco minutos, o efluxo decaiu nos onze minutos seguintes (0,03 % por
minuto), permanecendo assim até o final da perfuséo (n=4).

No grupo vagotomizado ha trinta dias, a resposta a arginina modificou-se
sensivelmente em relacdo ao grupo controle. Nos seis minutos iniciais apés a
introdugéo de 20 mM arginina, o tipo de resposta foi idéntica a verificada no grupo
controle. Porém, houve rapida redugdo da permeabilidade ao Ca** nos onze
minutos seguintes ao periodo de perfuséo, sendo que a razdo do decaimento do

efluxo foi de 0,09% por minuto (P<0,05).
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Figura 3. Efeito da adicéo de glicoée sobre a constante de efluxo de ®Ca? em
ilhotas pancredticas isoladas de ratos controle e vagotomizados, com quinze ou
trinta dias de perfodo pés-operatdrio (VGTP 15 dias e VGTP 30 dias). Apods
adaptacdo, as ilhotas foram perfundidas por solugéo de Krebs-bicarbonato
desprovida de glicose, até o quadragésimo minuto. A linha vertical tracejada indica
o inicio da perfus&o com 16,7 mM de glicose. Cada ponto representa a média de

duas camaras, cada qual contendo de cento e cinqlienta a duzentas ilhotas.
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Figura 4: Efeito de carbamilcolina (100 uM) sobre a constante de efluxo de ®Ca®
em ilhotas pancredticas isoladas de ratos controle e de ratos submetidos a
vagotomia pancredtica (quinze e trinta dias de pds-operatorio — VGTP 15 dias e
VGTP 30dias). As ilhotas (cento e cinqlienta a duzentas) foram perfundidas por
solucdo de Krebs-bicarbonato contendo 56 mM de glicose, durante toda a
perfusdo. A linha tracejada indica © momento de introdugéc da carbamilcolina.
Cada ponto representa a média de quatro experimentos realizados em duas

camaras.
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Figura 5- Efeito da adi¢io de argininé (20 mM) sobre a constante de efluxo de
©Ca?*, causado por 8,3 mM de glicose, em ilhotas pancredticas isoladas de ratos
controle e vagotomizados ha trinta dias (VGTP 30 dias). As ilhotas foram isoladas
e perfundidas em solucéo de Krebs-bicarbonato com 8,3 mM de glicose até o
quadragésimo minuto .A iinha tracejada indica o momento da introduc&o da
arginina aos onze minutos apds a fase de adaptagho. Esta fase durou dez
minutos. Cada ponto representa a média de dois experimentos realizados em

duas camaras, cada qual contendo cento e cingienta ilhotas.
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Tabela 2
Areas sob a curva (médias + epm) do efluxo de ®Ca®* durante o periodo
experimental. Os valores (unidades arbitrarias) foram obtidos a partir das figuras 3,

4 e 5, e calculados pelo programa ORIGIN 2.8.

Efeitos Controle VGTP 15 dias VGTP 30 dias

Glicose (16,7mM) 21,81 +£5,67 12,06 £ 2,16™* 12,66 +1,71**
Carbamilcolina {100uM) 17,76 £ 3,92 10,31 £ 2,04™ 11,19 £ 2,01
Arginina (20mM) 33,38+ 5,58 - 31,45 £ 6,16*

Significancia * P<0,05 ; ™P<0,01; ***P<0,001
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DISCUSSAO

Dentre os inumeros fatores que regulam a secrecio de insulina, destacam-
se os hormbnios, os ions, varios farmacos, os cofatores metabdlicos e,
principalmente, os nutrientes, como a glicose e alguns aminocacidos.

O controle neural da secregdo da insulina assume papel muito importante
na regulagéo da secrecdo, modulando a atividade das células B antes, durante e
apos a ativag@o do mecanismo secrefor. A antecipacdo de resposta das ilhotas,
aumentando a secregdo de insulina antes do aumento de glicose no fluxo
sanglineo pancreatico é chamada de fase cefalica da secrecdo de insulina. Em
individuos sadios, o controle dessa situacdo reflete a atividade conjunta dos
sistemas nervoso simpatico e parassimpatico. A inervag8o parassimpatica
desempenha papel estimulatério, usualmente chamado potencializador, através
dos receptores muscarinicos, elevando a secregdo de insulina estimulada pela
glicose. Por outro lado, a divisdo simpatica exerce acdo inibidora da secrecdo
(WOLLHEIM et al, 1981).

O desaparecimento da fase cefilica da secrecfio € uma das ocorréncias
mais precoces no estabelecimento do diabetes, havendo inUmeras evidéncias
indicativas de que alteracbes da fungdo vagal estdo envolvidas (LOUIS-
SYLVESTRE et al, 1981, NIIJIMA, 1991; HERATH et ai, 1989).

A participagao da neuro- regulagdo no processo secretorio de insuiina tem

sido objeto de estudo em humanos submetidos a vagotomia troncular (TANAKA et
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al, 1990, YAMAZAKI, 1989) e &€ muito importante de ser considerada o seu
comprometimento em individuos submetidos a cirurgias em areas ou préximas ao
pancreas, figado e estdmago. Diversos autores tém avaliado a participagdo do
ramo celiaco vagal, suas rela¢cdes com o sistema hepato-portal, bem como o
envolvimento das vias vagais eferentes na regulacdc da secrecdo de insulina
(NAGASE et al 1993). A modulagdo da secrecao de insulina pelo sistema nervoso
parassimpatico foi demonstrada por meio de estimulacao elétrica direta do tronco
vagal ou dos ramos do vago posterior por BERTHOUD et al (1990), comparando
as respostas com a estimulacio de outros ramos vagais.

Nesta abordagem, procedemos a remocdo do conirole parassimpatico
sobre ¢ pancreas e analisamos seus efeitos de curto € médio prazo (oito e frinta
dias). Os valores mais elevados de glicemia aos cinco minutos foram obtidos de
ratos vagotomizados oito e trinta dias, embora as diferencas ndo tenham sido
significativas (P>0,05). Por outro lado, houve uma discrepancia na tendéncia da
remogao de glicose no grupo trinta dias, cujo valor final (sessenta minutos) seguiu
a tendéncia do grupo oito dias, também diferindo do grupo controle (P<0,01).
Embora a andlise global dos resultados mostrados na figura 1 n&o demonstrem
diferencas significativas (P>0,05) na tolerancia a glicose (GTT) entre os oito e
frinta dias de vagotomia, os valores de glicemia ao final do teste (sessenta
minutos) mostram que a desnevagéo pancreatica contribuiu para a manutengéo da
glicemia elevada. Quira forma de avaliar os efeitos da vagotomia foi calcular a
constante aparente (K,), a qual fornece uma medida da velocidade da remocéo de

glicose pelos tecidos. Os valores de K, foram: 0,004 + 0,002 para ¢ grupo
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vagotomizado ha oito dias, 0,012+ 0,002 para ¢ vagotomizado hé trinta dias,
sendo significativamente menores que as constantes do grupo controle (K, =
0,024+ 0,002). Em humanos, niveis glicémicos elevados duas horas apds a
refeic&o final tém sido interpretados como um sinal de alerta quanto as alteracdes
da funcdo pancreatica. Neste sentido, os valores finais do GTT em ratos
vagotomizados poderiam ser interpretados como indicativos de alteracdo na
funcdo reguladora da glicemia, o que mereceria mais estudos. No caso dos
humanos, tem sido assinalado que a precocidade nesta detecgfo teria grande
importancia no tratamento de futuras complicacdes (Diabetes Council Committee
Research Group, 1995). Também é preocupante o fato de que a desnervacéo
pancreatica possa eliminar a ritimicidade circadiana (DELATTRE et al, 1999) e a
variacéo diurna do processo secretdrio, sem abolir totalmente a fungio da célula B
(LOUIS-SYLVESTRE, 1978; STRUBBE, 1992).

O perfil da resposta a insulina (ITT) mostrou dois tipos de respostas. Nos
animais- controle, as variacdes glicémicas induzidas pela injecéo de insulina s&o
paralelas aos grupos vagotomizados entre o décimo quinto e quadragésimo quinto
minutos, mostrando diminuigao da glicemia até o trigésimo minutos, voltando a se
elevar entre o quadragésimo quinto e sexagésimo minuto. Nos grupos operados, a
redugéo (de cinco a trinta minutos) foi equivalente ao controle, porém continuou
baixando até o sexagésimo minuto. Nos animais integros, a velocidade de
remocgao (K,) de glicose até o trigésimo minuto foi 0,074 £ 0,014, enquanto para os

operados foi: 0,072 £ 0,008 aos oito dias e 0,060 £ 0,005 aos trinta dias (ambos
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P>0,05). Estes valores mostram'q_ue a resposta a insulina nos ratos com
desnervagio pancreatica esta aumentada em relagéo ao controle, indicando maior
sensibilidade a insulina na periferia e/ou no figado.

As alteracdes precoces nas respostas ao GTT e {TT podem ser devidas a
efeitos iniciais na secregdo de insulina, causados pela desnervacéo pancreatica.
Sabe-se que a acetiicolina participa da modulagio da secregdo de insulina.
Estudos eletrofisiolégicos do processo secretério das células B revelaram que a
acetilcolina provoca alteracbes caracteristicas na atividade elétrica das células B
(GAGERMAN et al, 1978; SANTOS & ROJAS, 1989). Quando a acetilcolina €
adicionada ao meio contendo 11 mM de glicose, a célula B se despolariza até
atingir um platd, a partir do qual sdo deflagrados potenciais elétricos em alta
frequéncia, os gquais acompanhados, ou ndo, de curtos periodos de
hiperpolarizacéo, que representam a fase silente da atividade elétrica. E sabido
'que o aumento da atividade elétrica provocada pela acetilcolina envolve a
interacdo do neurctransmissor com receptores muscarinicos subtipo My e Ms
(BERTRAM et al, 1995; ROJAS et al, 1990, BOSCHERQO et al, 1995)

A secrecdo de insulina estd intimamente relacionada as variagbes da
condutancia idnica e da concentragdo de Ca** das células B. A compreens&o do
mecanismo de secrecdo de insulina avangou muito nos ditimos vinte anos, em
especial quanto aos eventos que se seguem ao estimulo por glicose. A glicose

modifica o padrdo metabolico na célula B, os fluxos idnicos (ASHCROFT &
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RORSMAN, 1988, HENQUIN, 1992, GEMBAL et al, 1993, SMITH et al, 1897)e o
acoplamento intercelular (EDDLESTONE et al, 1984, MEDA et al, 1984).

Mudangas do efluxo de K' e de Ca®" s&o eventos iniciais da cadeia de
reagbes que levam & secregfo de insulina estimulada pela glicose (ATWATER et
al, 1984; DAWSON et al, 1985). A glicose, assim como a carbamilcolina, promove
aumento do efluxo de ®Ca®, em virtude da troca do ®®Ca** acumulado no interior
das células pelo “Ca® que entra como conseqtiéncia do estimulo (HERCHUELZ
et al, 1980). Em nossc estudo, a secgdo do ramo pancreatico vagal provocou
alteragdes da permeabilidade da membrana ao ®Ca*", tornando-a n&o responsiva
a glicose. Em experimentos anteriores, também o efluxo de ®Rb* (usado como
substituto do 3gK") em presenca de glicose foi afetado em ratos com vagotomia
posterior (GIACOMINI et al, 1994). Na auséncia da inervagdo parassimpatica
devem ter ocorrido alteragBes em alguma das etapas iniciais do acoplamento
estimulo-secrecio, dependente da glicose, as quais precedem o aumento da
permeabilidade ac Ca** e redugio da permeabilidade ao0. K*

Também a resposta das ilhotas ao estimulo com carbamilcolina foi abolido
pela vagotomia pancredtica. Estudos anteriores (MATHIAS et al, 1985, SANTOS &
ROJAS, 1989) demostraram os efeitos da carbamilcolina em células B de ratos e
de camundongos integros. Nelas, tanto a acetilcolina quanto a carbamilcolina
provocaram alteragdes da permeabilidade da membrana, aumentando o efiuxc de
®Ca? (MATHIAS et al, 1985) e a atividade elétrica (SANTOS & ROJAS, 1989),

em presenca de glicose em concentragdo proxima ao limiar de estimulagao.
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Ambos os resultados sdo compativeis com os nossos controle. Todavia, a
interpretacéo dos efeitos causados pela carbamilcolina sobre os fluxos ibnicos e a
atividade eléfrica divergiram entre esses autores. Para MATHIAS et al (1985), o
rapido e transiente aumento do efluxo de 8Rb* poderia ser devido ac aumento da
permeabilidade ao K' , decorrente da despolarizagéo da membrana (PKy,) ou
consequéncia do aumento da concentracio de célcio livre no citosol (PKca). Em
oposicdo, SANTOS & ROJAS (1989} sugeriram que a carbamilcolina inibiu a
permeabilidade ao K', o0 que explicaria 0 aumento da resisténcia a entrada de
corrente (elétrica) em células beta de camundongos.

Outra alternativa para o aumento do efluxo de *Rb* e de *Ca”,
estimulados pela acetilcolina, poderia envolver a participag&o dos canais de Na*.
Retirando Na’ da solucéo extracelular, HENQUIN et al (1988) aboliram os efeitos
da acetilcolina sobre a atividade elétrica e sobre esses fluxos idnicos, sugerindo
que a acetilcolina deve aumentar a permeabilidade ac Na’ e favorecer a
despolarizacdo da célula beta. De fato, canais de Na* est3o presentes em células
beta (HIRIART & MATTESON, 1988; PLANT, 1988, SORIA et al, 1981 e séo
sensiveis ao estimulo por secretagogos de insulina (GONCALVES et al, 1993,
1694, MARANGONI et al, 1993).

Os presentes resultados, assim como os de GIACOMINI et al (1994),
mostram que a vagotomia pancredtica, a curto e médio prazo, afeta a
permeabilidade da membrana ao Ca** e ao K*, sugerindo que a sensibilidade &
carbamilcolina (aqui utilizada em substituicdo a acetilcolina para obter maior

duracéo do efeito) desapareceu em virtude da previsivel diminuicdc de seus
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receptores na membrana. Todavia, como a sensibilidade & glicose também foi
abolida e possivel que ambas as formas de estimulo compartithem ou ativem
alguma etapa inicial do mecanismo de secregio de insulina que antecede as
modificagées das permeabilidades idnicas da membrana.

Por sua vez, a arginina também pode estimular a secregio (TANAKA et al,
1990, TRABELSI & LAVOIE, 1996). Este efeito poderia ser devido ao
complemenio da despolarizacdo da membrana iniciada pela glicose (CHARLES et
al, 1982; HENQUIN, 1992) ou & ativagio de uma corrente para o interior da célula
(SMITH et al, 1990; 1997). Esta captag@o é mediada por um transportador de
aminoacidos catidnicos da familia mCAT2A (SMITH, 1997), também expresso em
iihotas pancreaticas de camundongos (CLOSS et al, 1993).

Nosso estudo mostrou aumento do efluxo do ®Ca*" em ithotas perfundidas
com 8,3 mM de glicose e 20 mM de arginina (Figura. 5), corroborando dados da
literatura (TRABELS| & LAVOIE,1996). As ilhotas isoladas trinta dias apds
vagotomia mostraram um perfil de efluxo diferente daquelas isoladas de ratos com
a inervagéo pancreatica integra. Para o mesmo estimulo a resposta & arginina
teve duragdo mais curta que a do grupo controle, fato sugestivo de que a
vagotomia também afeta a sensibilidade das ilhotas & estimulacdo combinada,
glicose-arginina.

Estes dados, complementam nossos resultados anteriores, mostrados na

figuras 3 e 4. Nelas, pode ser observado que a resposta ao estimulo por glicose

ou por glicose e carbamilcolina em célula B de ratos vagotomizados foi alterada,



reduzindo ¢ aumento do efluxc que ocorre em ilhotas de ratos controle quando
estimuladas por agentes secretagogos ou potencializadores da secrecdo. E
possivel que a permeabilidade da membrana esteja alterada pela auséncia do

frofismo mediado pela inervagdo vagal.
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SUMARIO -

A participagdo do sistema nervosc parassimpatico na modulacdo da
secrecéo de insulina manifesta-se claramente durante a fase cefélica a qual se
segue ao estimulo iniciado pelo estimulo senscrial provocado pelo alimento na
baca. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos, a curto @ meédio prazo, que a
vagotomia subdiafragmatica seletiva do ramo pancreatico poderia provocar na
permeabilidade da membrana plasmﬁa’tica ao Ca®. Para avaliar os efeitos da
vagotomia usamos 0s secretagogos: glicose e arginina e a potencializagéo pela
carbamilcolina sobre os efeitos de glicose. Adicionalmente estudamos os efeitos
sistémicos que esta desnervacio poderia provocar sobre a toleréncia a glicose e a
insulina. Antes de avaliar os efeitos da vagotomia (apds 8 e 30 dias) verificamos
qgue a resposta caracteristica da fase cefalica, estava ausente, resultando em
aumento da glicemia.

No teste de tolerancia a giicose, os niveis glicémicos de jejum nos ratos
controle e 8 e 30 dias apds a vagotomia ndo diferiram. Decorridos 30 minutos de
administracdo da scbrecarga de glicose (1 g/kg de peso corporal), ndo foram
observadas diferencas enire os niveis glicémicos entre dos grupos controle e
vagotomizados 8 e 30 dias. Entretanto, no grupo controle, os valores da glicemia
retornaram ao nivel basais 60 minutos apds a sobrecarga de glicose. Os ratos
vagotomizados, avaliados 8 e 30 dias apés a vagotomia, mantiveram niveis
glicémicos maiores que o grupo controie (P<0,001; P<0,01, n= 4 para os 3 grupos
experimentais).
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O teste de tolerancia a insuiina (30 pU/M00g de peso, i.v) provocou reducio
da glicemia em todos os grupos, até o 30°min (P>0,058), todavia, a resposta
mudou. Enquanto a glicemia do grupo controle atingiu o nivel glicemico inicial, nos
vagotomizados, a resposta diferiu quantc ao tempo (P<0,001).0s grupos
vagotomizados ndo diferiram entre si (P>0,05).

Os estudos de efluxo de ®Ca® foram realizados em ilhotas de ratos
controle ou desnervados isoladas por digestdo com colagenase. As ilhotas
isoladas de ratos 15 e 30 dias apds a vagotomia do ramo pancreatico néo
responderam ao estimulo com 16,7 mM de glicose e também apresentaram
alteracéio na sensibilidade a carbamilcolina (CCh 100 uM) adicionada a solugéo
contendo 5,6 mM de glicose. A resposta a arginina (20 mM} em presenca de 83
mM de glicose foi reduzida sensiveimente (P<0,05).

Nossos resultados sugerem que o nervo vago {ramo pancreatico) contribui
facilitando a resposta das células beta pancreaticas a estimulag&o por glicose e
arginina. Este efeito poderia estar associado a modulagéo da resposta destes
secretagogos pelo neurotransmissor acetilcolina, modulador da secrecdo de

insulina.
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ABSTRACT

The cephalic phase is an important event for the regulation of the glycemia,
and may disappear very early in the development of diabetes. It antecipates the
response of the B cells to the increment of glycemia during the meals, and is
mediated by the parasymphatetic system (pancreatic vagus).

The purpose of this work was to study the effects of panéreatic vagotomy on
the systemic responses to glucose (GTT), insulin (ITT), and on the § cell
membrane permeability to Ca®",

The experiments were performed on vagotomized rats (pancreatic branch)
after being checked for the absence of the cephalic phase of secretion, 8 or 30
days after surgery.

In the absence of the parasympathetic control, the glycemia was not altered
after 12 h fasting levels of {(P>0,05). However, the handling of an overload of
glucose (1g/kg of body weight) was affected by vagotomy. While, at the 30" min,
control and 30 days vagotomized rats did not differ in blood glucose, the 8 days
vagotomized group maintained a very high level of glycemia throughout the
experimental period (P<0.05). At the end of the test period (60" min), glycemia of
the experimental groups differed (P< 0.01) from the control group The constant of
apparent (Ka) removal of glucose from the 5" to the 30" test was 0.024 + 0,002,
0.004 + 0,002 and 0.012 + 0,002for control, 8 and 30 vagotomized rats (n = 4),

respectively.



Insulin administration induced reduction in blood glucose in all groups till the
30™ min, with values of K, of 0.074 + 0,014 (n=3), 0.072 £ 0,008 (n = 4) and
0.061+ 0,005(n = 4) for control, 8 and 30 days vagotomized rats, respectively.
However, vagotomized rats showed an altered systemic response to insulin, since
they continued hypoglycemic while control rats tended to return to control values at
the 60™ min (P<0.001, n = 4),

The effect of pancreatic vagotomy on the Ca®* permeability to glucose or
combined stimulation by glucose plus arginine or carbamylcholine was estimated
using ®Ca*" to trace the Ca®" efflux in collagenase isolated isliets. The denervation
of islets diminished the sensitivity of B-cell to glucose (16,7 mM), or to its
combination with carbamylicholine (100 uM) or arginine (20 mM).

The present results showed that vagotomy alters the events (GTT and Ca**
efflux) related to insulin secretion, changing the response to glucose or to the
potentiation by arginine or carban’fyichoiine. It is speculated that this low sensibility
is consequence of effects of denervation upon glucose metabolism. Also, these

results suggest that the vagus nerve exerts a trophism on pancreatic 3-cell.
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