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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a acao da estreptozotocina ( STZ) e
da nicotinamida (NCT) no processo estimulo secrecao de insulina em ilhotas
pancreaticas de ratos Wistar. Para isolamento das ilhotas pancreaticas utilizou-se
a técnica de injecao intraductal de colagenase e digestao estacionaria durante 15
minutos. Seguindo-se ao isolamento, as ilhotas foram distribuidas em grupos de 4,
em placa de cultura tipo Colstar com 24 pocinhos, nos diferentes meios como
segue abaixo: atmosfera com 02 95% e CO2 5%, e banho a 37°C durante 60
minutos para pré-incubagao e incubagao. Pré-incubacado: placa A (n=24) meio
contendo apenas glicose a 16,7 mM; placa B e C meio contendo glicose a 16,7mM
em todos os grupos e STZ 1,8mM sozinha (n=12), STZ 1,8mM e NCT 20mM
(n=12), NCT 20mM sozinha (n=12) e controle (n=12); a placa D tinha
concentragoes diferentes de glicose a partir de OmM (n=6), 5,6mM (n=6), 11,1mM
(n=6) e 16,7mM (n=6) e a placa E mesmas concentragées de glicose da placa D
acrescidas de STZ 1,8mM (n=24). Na incubacao, a placa A recebeu concentragbes
de glicose de OmM (n=6), 5,6mM (n=6), 11,1mM (n=6) e 16,7mM (n=6); as placas B
e C receberam o mesmo tratamento da pré-incubagao; a placa D (n=24) recebeu
glicose a 16,7mM em todos os grupos e finalmente a placa E (n=24) recebeu
glicose a 16,7/mM e STZ 1,8mM em todos os grupos. No grupo A, demonstrou-se
que o aumenio na concentracao da glicose foi acompanhado de aumento na
liberagao de insulina. B e C, obteve-se inibicao de 87,84%(p<0,0001) na liberagao
de insulina na presenga da STZ. A NCT inibiu os efeitos da STZ quando foi
acrescentada ao meio(p<0,0001). No grupo D, observou-se que quanto menor a
concentragdo de glicose na pré-incubagao menor a amplitude da liberagcao de
insulina quando exposta a 16,7mM na incubagao. No grupo E, houve bloqueio na
liberacao de insulina de 77,47%(p<0,0013) e 55,85%(p<0,0001)nas ilhotas tratadas
com 11,1 e 16,7mM na presenca de STZ.. Frente a esses resultados, concluimos
que a pré-incubagao com glicose influencia a amplitude da resposta secretéria da
célula beta na incubagdo. A concentragao da glicose pode interferir na agao da STZ
no processo estimulo-secregcdo da célula beta. A NCT protege a célula beta da
toxicidade oferecida pela STZ e isto reforca sua potencial utilidade como agente
terapéutico no diabetes Tipo 1.

Vi



ABSTRACT

Enhancement of glucose concentration stimulates insulin secretion in vivo
and in vitro. It has been shown that insulin stimulus-secretion coupling is linked to
the pancreatic B-cell metabolism activation. Streptozotocin (STZ), a diabetogenic
drug acutely inhibits the insulin secretion stimulated by glucose, however
nicotinamide (NCT) can attenuate the STZ effect. The present study was prepared
to observe the insulin secretory response to high glucose in rat pancreatic islets,
which were pretreated with different glucose concentrations in the absence or in the
presence of STZ and/or NCT. It was used collagenase digestion technique to
isolate pancreatic islets from adult Wistar rats (250+30 g). Using 24 well Costar
plates, sets of 4 islets were incubated with 0.5 mli of Krebs-Ringer (K-R)
solution/well for 60 min at 37°C and under constant atmosphere of a gas mixture
(02-95% and COx5%). The (K-R) solution contained different glucose
concentrations in the presence or in the absence of 1.8 mM of STZ and/or 20 mM of
NCT. After two washes, the islets were again incubated for 60 min in the same
conditions as run the previous incubation. After the last treatment aliquots from the
supernatant were used to measure the insulin secretion by radioimmunoassay.
Results are indicated as mean+SEM. In all protocols were recorded 6-19
observations to each result. In a dose-dependent manner, glucose stimulated
insulin release (0 mM 7,09+1,47; 5.6 mM 7,02+1,27; 11.1 mM 56,99+6,39; 16.7 mM
83,05+5,61 nUlislet/ml/60 min) in islets previously incubated with 16.7 mM of
glucose. STZ inhibited 87,84% (p<0,0001) the insulin released by glucose 16.7 mM,
however NCT was able to block the STZ effect (p<0,0001). NCT alone has no effect
on insulin secretion response to 16.7 mM of glucose. In other protocol pretreatment
with 0, 5.6, 11.1 and 16.7 mM of glucose dose-dependent-induced insulin release
on islets incubated with glucose16.7 mM (17,31+£3,21; 17,16+2,18;, 36,74+7,23,;
69,34+8,73 pU/islet/ml/60 min; respectively). STZ inhibited 77,47% (p<0,0013) and
55,85% (p<0,0001)the hormone release observed to islets pretreated with 11.1 and
16.7 mM of glucose. At 0 and 5.6 mM of glucose the drug has no effect.

The results indicate that previous glucose ambience might determine the
level of insulin release stimulated by high glucose concentration in adult rat
pancreatic islets. STZ needs a high metabolism of B-cell to provoke its acute
inhibitory effect on insulin secretory response to glucose. NCT protect the B-cells
against the STZ effect.

vii



1 INTRODUGAO

Diabetes mellitus é uma sindrome clinica caracterizada pela elevacéo da
concentracdo da glicose plasmatica que leva a complicacbes a longo prazo, tais
como retinopatia, nefropatia, neuropatia e vasculopatial RODGER, W.,1991:
NATHAN, D., 1993 ).Estas complicacbes reduzem a expectativa e a qualidade de
vida dos diabéticos.

A doenga pode ser classificada em dois tipos, diabetes Tipo 1 e Tipo 2.
Estas desordens diferem-se nas suas caracteristicas genéticas, incidéncia, e na
patologia. Ambas, no entanto, envolvem diminuicdo na secrecdo de insulina. No
Tipo 1 ocorre uma destruigdo da célula beta , enquanto no Tipo 2 a habilidade da
célula beta em responder a glicose com liberagdo de insulina esta prejudicada.
Além disto, no Tipo 2 a sensibilidade a insulina também esta reduzida (insulino-
resisténcia) em relagéo aos tecidos periféricos, principalmente tecido muscular e
adiposo.

O diabetes Tipo 1 € geneticamente influenciado e imunologicamente
mediado, com fase assintomatica, seguida de manifestacées de insulinopenia.
( MUIR, A.; SCHATZ, D. A;; MACLAREN, N. K., 1992 ). A incidéncia da patologia &
bastante variavel, dependendo das condi¢gdes ambientais, tais como exposicéo a
agentes quimicos, tipo de nutricdo e infec¢des virais superimpostas a fatores
genéticos. Varia de 1 a 2 casos/100.000 habitantes/ano no Japéo até 43/100.000
habitantes/ano em regides da Finlandia ( ATKINSON, M. A. ; MACLAREN, N. K,
1994 ). No Brasil, dados apontam a incidéncia de 3/100.000 habitantes/ano.(DIB, S.
A; RUSSO, E. M. K;; CHACRA, A. R,; 1992).

Em modelos animais a exposi¢cdo da célula beta a estreptozotocina ( STZ )

resulta em rapido aparecimento de quebras no acido desoxirribonucleico (DNA),
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subsequente deplegéo intracelular de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) e
morte celular apbs algumas horas. Neste modelo de diabetes Tipo 1, a
nicotinamida (NCT) demonstrou proteger a célula beta dos efeitos nocivos da STZ.

O tratamento da doenga quando estabelecida € baseado na aplicagéo de
insulina exégena para manter o nivel glicémico o mais préximo do normal. No
periodo prodromico, antes da doenga tornar-se clinicamente aparente, € na
presenca de marcadores de risco existem pesquisas para evitar ou protelar a
destruicdo das células beta pancreaticas. Existem estudos usando a NCT e a
insulina na prevencgao do diabetes Tipo 1.

A habilidade da célula beta para recuperar sua competéncia funcional apos
injuria toxica, pode ser a chave na protegdo contra o diabetes Tipo 1 .

Este estudo teve como objetivo:

Avaliar a acdo do agente tdxico estreptozotocina e da nicotinamida na
secrecao de insulina estimulada pela glicose em ilhotas de Langerhans isoladas de

ratos Wistar.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A CELULA BETA PANCREATICA

As ilhotas pancreaticas foram descritas por PAUL LANGERHANS, em 18689,
como “pequenas células, com conteido homogéneo e forma poligonal, niicleo com
nucléolo redondo, e usualmente dispostas lado a lado aos pares ou em pequenos
grupos’. As ilhotas medem de 75 a 225 um de diametro, estdo dispersas no tecido
panéreético exocrino e compreendem as células beta produtoras de insulina, as
células alfa produtoras de glucagon, as células delta produtoras de somatostatina e
células PP secretoras de polipeptideo pancreatico.

As células beta representam menos de 2% do volume do pancreas adulto
dos mamiferos [Mc EVOQY, R .C.(1981); STEFAN, Y., ORCI, L; MALAISSE-
LAGAE, F.; PERRELET, A; PATEL, Y. e UNGER, R. H (1982); RAHIER, J;
GOEBBELS, R. M.; e HENQUIN, J. C. (1983); CHEN, L.; KOMIYA, |.; IMMAN, L;
Mc CORKLE, P.; ALAM, T. e UNGER, R. H.{(1989)]. O tamanho e numero das
ilhotas varia dentro das espécies, e parece ser regulado por fatores nutricionais e
hormonais [HELLMAN, B.(1959); BONNEVIE-NIELSEN, V.; SKOVGAARD, L.T. e
LERNMARK, A. (1983)]. No rato adulto o tamanho da ilhota varia de menos de 50
a 500 um, e seu numero é estimado excedendo 10° por érgdo [LACY, P. E. e
GREIDER, M. H.(1972)].

A célula beta pancreatica compée mais que 60% do volume da ilhota adulta
( RAHIER et al, 1983 ). Em pancreas de roedores, a célula beta fica numa posicéo
central na ilhota e as outras células endécrinas ficam ao redor dela [ FERNER, H.

(1952); HELLMAN, B. (1962) ; ORCI, L.; MALAISSE-LAGAE, F.; RAVAZOLLA, M,
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ROUILLER, D.; RENOLD, A. E.; PERRELET, A. e UNGER, R. (1975)]. Existe uma

organizagao intra-ithota onde as células beta formam uma area homogénea e
somente uma pequena propor¢do da célula beta fica justaposta as outras células
enddcrinas (ORCI, L. e UNGER, R H., 1975).

A observag&o que a célula beta, quando retirada da ilhota, libera pouca
insulina em resposta a glicose (PIPELEERS, D., 1984), suporta a visdo que a
organizacdo da célula beta dentro da ilhota pancreatica pode determinar a
amplitude da resposta secretoria.

 Como a grande maioria das células beta esta justaposta a outras células
beta (GRUBE, D.; ECKERT, |.; SPECK, P. T. e WAGNER, H. J., 1983), podem
trocar ions e pequenas moléculas via jungbes “gap”. Estas jungbes n&o
correspondem a estruturas anatomicas fixas, representam formagdes dinamicas
que rapidamente se formam ou desaparecem (IN'T VELD, P.; PIPELEERS, D.; e
GEPTS, W., 1986).

A glicose, o calcio e o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) influenciam
a configuracdo, o numero e a permeabilidade das jungdes entre as células beta
[ MEDA, P.; PERRELET, A. e ORCI, L.(1979); MEDA, P.; MICHAELS, R. L;
HALBAN, P. A; ORCI, L. e SHERIDAN, J. D.(1983); KOHEN, E.; KOHEN, C. e
RABINOVITCH, A.(1983); INT VELD, P.; SCHUIT, F. e PIPELEERS, D. (1985);
IN'T VELD, P; et al (1986)].

Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que a secre¢do de insulina pode
ser modulada pelos hormonios pancreéticos [PIPELEERS, D.(1984); SAMOLS, E;
BONNER-WEIR, S.; e WEIR, G. C. (1986)]. O glucagon € conhecido por seus
efeitos estimulatorios [ SAMOLS, E.; MARRI, G.; e MARKS, V. (1965); GRODSKY,

G. M; BENNETT, L .L.; SMITH, D. F. e SCHMID, F.G. (1967); MALAISSE, W. J,,
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MALAISSE-LAGAE, F. e MAYHEW, D. (1967)], enquanto a somatostatina, insulina

e 0 polipeptideo pancreatico sdo descritos como inibitérios [ KOERKEN, D. J.:
RUCH, W.; CHIDECKEL, E.; PALMER, J.; GOODNER, C. J.; ENSINCK, J.: e
GALE, C. G. (1974); LILJENQUIST, J. E.; HORWITZ, D. L.; JENNINGS, A S
CHIASSON, J. L.; KELLER, U. e RUBENSTEIN, A. H. (1978); MURPHY, W. A.:
FRIES, J. L.; MEYERS,C.A. e COY, D. H.(1981); WALDHAUSL, W. K; GASIC, S.;

BRATUSCH-MARRAIN, P.: KORN, A. e NOWOTNY, P. (1982)].
2.2 SECRECAO DE INSULINA

O principal determinante da taxa de liberacao de insulina é o nivel de glicose
sanguinea. Os hormoénios e neurotransmissores atuam modulando a resposta
secretoria a glicose.

Os secretagogos da insulina podem ser divididos em dois grupos, os
iniciadores e os potencializadores. A forma como as substancias iniciadoras
estimulam a liberagéo de insulina é propria e inclui nutrientes (como glicose) que
s3o metabolizados pela célula beta; substancias que estimulam o metabolismo de
nutrientes endégenos e drogas como as sulfoniluréias (tolbutamina e
glibenclamida) . As substancias potencializadoras compreendem um grande
numero de hormonios como glucagon, peptideo gastrointestinal(GIP), peptideo
intestinal vasoativo(VIP), e neurotransmissores como a acetilcolina. Estes
secretagogos sdo ditos potencializadores porque sao capazes de potencializar a
liberacdo da insulina apenas na presenca da glicose, na auséncia da glicose nao
s&o capazes de iniciar a liberacio de insulina.

A sequéncia de eventos no processo de secregao de insulina parece ser o



seguinte ( ASHCROFT, F. M. e ASHCROFT, S. J. H., 1993)
A inibigdo dos canais potassio dependente de adenosina trifosfato (K-ATP)
despolariza a célula beta . Assim, abrem-se os canais de calcio voltagem-
dependente e resulta em influxo de calcio estimulando a secre¢do de insulina.
Enquanto as sulfoniluréias atuam diretamente bloqueando os canais K-ATP, a
glicose e outros nutrientes deverao ser metabolizados pela célula para inibir os
canais K-ATP.
A metabolizagdo da glicose e de outros nutrientes secretagogos € essencial no
processo estimulo-secre¢do na célula beta. No citosol, a glicose € convertida a
piruvato por glicdlise anaerdbica . O piruvato € primeiro convertido a acetil
coenzima A que € oxidado em dioxido de carbono(CO2) e agua pelo acido citrico.
A nicotinamida adenina dinucleotideo forma reduzida (NADH ) produzido por estas
reacOes € oxidado pela cadeia respiratoria, acoplado a sintese de ATP num
processo conhecido como fosforilagéo oxidativa. O ATP gerado bloqueia os canais
K-ATP e com isto causa influxo de calcio intracelular.

A secregao de insulina ocorre por exocitose como consequéncia da elevagao
intracelular de ions caicio, os granulos secretorios se movem e se fundem a

membrana plasmatica, descarregando seu contetido no meio extracelular.

2.3 DIABETES EXPERIMENTAL E STZ

O diabetes pode ser produzido em animais por cirurgia, infecgdo viral,
administraca@o de dietas e agentes quimicos ou a doenga se desenvolver de forma
espontanea, como nos ratos diabéticos ndo obesos (NOD). MENDEZ, J.D;

RAMOS, H.G., 1994.
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A produgao de diabetes experimental comegou em 1890 com VON MERING
e MINKOWSKI por remogao cirurgica do pancreas de cées.

Em 1943, iniciaram-se os experimentos com a aloxana. Em 1963, a STZ foi
acidentalmente descoberta e descrita por RAKIETEN, N.; RAKIETEN, M.L.;
NADKARINI, M.V.. Estas drogas demonstraram ser altamente seletivas, citotoxicas
para a célula beta e potentes substancias diabetogénicas. Desde entéo, a aloxana
e a STZ tém sido usadas para produzir diabetes em animais experimentais.

A STZ é uma droga derivada da cultura do Streptomyces acromogenes,
consiste de 2-deoxi-D-glucose com uma cadeia no segundo atomo carbono[2-
deoxi-2-(3-metil-3-nitrosourea)-D-glucopiranose] ( HERR, R. R.; JAHNKE, H. K &
ARGOUDELIS, AD., 1967). Administracdo da STZ ocasiona destruicdo seletiva
da célula beta em varias espécies animais.

A maneira pela qual a STZ produz lesao citotoxica € bastante discutida e
muitas hipéteses tém sido questionadas. O componente glicose na molécula da
STZ tem sido responsabilizado pela sua captacdo para dentro da célula beta,
enquanto a metilnitrosurea responsabilizada pela citotoxicidade (GUNNARSSON,
R.; BERNE, C. e HELLERSTROM, C. em 1974; ANDERSON, T.; SCHEIN, P,
McMENAMIN, M. G.; COONEY, D. A. em 1974).

Em 1975, WILANDER, E. e GUNNARSSON, R., demonstraram que a
lesdo na célula beta do hamster Chinés, in vivo e in vitro, ocorre apés
administragcdo de N-nitrosometilurea, o derivado sem glicose da STZ. Assim,
parece que o residuo glicose ndo é absolutamente necessario para induzir leséo a
célula beta, a parte glicose parece aumentar a sensibilidade e especificidade da
acdo citotoxica ( ROSSINI, A A.; LIKE, A. A;; DULIN, E. W. e CAHILL, F. G., 1977).

Em 1967 SCHEIN, P. S.; COONEY, D. A;; VERNON, M. L., em 1972 HO, C. K &
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HASHIM, A. S., em 1973 SCHEIN, P. S.; COONEY, D. A;; Mc(MENAMIN M. G. e

ANDERSON, T., em 1974 GUNNARSSON, R; BERNE, C.; HELLERSTROM, C.,
em 1982 AKPAN, J. O.; WRIGHT, H. P. & DULIN, E. W., demonstraram que a STZ
depleta o conteudo de NAD intracelular e que a nicotinamida poderia proteger
contra este efeito.

A STZ induz quebras no DNA, provavelmente por alquilacdo, ativando a
poliadenosina difosforibose (poli ADP ribose) sintetase para reparar a injaria ao
DNA ( UCHIGATA, Y.; YAMAMOTO, H., KAWAMURA, A. e OKAMOTO, H. EM
1981).

Em 1988, WILSON, G. L.; HARTING, P. C.; PATTON, N. J. and LeDOUX, S.
P., discutiram os mecanismos de agd&o da STZ na célula beta. Referem que na
decomposi¢cdo espontanea da STZ, seriam liberados ions carbono que alquilam o
DNA das células beta, na posigao N’ da base guanina, causando sua quebra.
Ainda, sugeriram, que a STZ também alquilaria componentes importantes para a
geracao de ATP (por exemplo: enzimas glicoliticas ou mitocondriais). Isto poderia
causar diminuicdo na re-sintese de NAD associado ac seu maior consumo
causado pela ativacao da poli (ADP-ribose) sintetase.

OKAMOTO, H..em 1981 demonstrou que ocorre um aumento na atividade
da poli(ADP-ribose) sintetase na ilhota exposta a STZ in vivo e in vitro
(YAMAMOTO, H.; UCHIGATA, Y. & OKAMOTO, H. em 1981®"). Esta enzima
utiliza NAD como seu substrato, esta envolvida no reparo do DNA e é ativada
quando o DNA sofre quebras no seu filamento.

Outros estudos experimentais em ratos também tém demonstrado que o
captador de radicais hidroxil dimetilurea (DMU) protege parcialmente contra a

hiperglicemia causada pela STZ e também reduz a inibicdo da biossintese de
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proinsulina estimulada pela glicose na exposigéo in vitro a STZ (SANDLER, S. & A.

ANDERSON 1982). Estes dados sugerem um papel dos radicais hidroxil na
citotoxicidade da STZ, talvez por participacéo destes radicais na lesdo inicial ao
DNA.

Além das agdes ja descritas, por colaborarem direta ou indiretamente na
lesdo da célula beta na presenca da STZ, outras possiveis acdes sdo também

sugeridas, como:

e Liberag&o de 6xido nitrico (NO) da STZ como atividade citotdxica adicional.

e Envolvimento da Descarboxilase do Acido Glutamico (GAD).

Em 1998, KRONCKE K.D., FEHSEL, K, SOMMER, A, RODRIGUEZ, L. M.,
e KOLB-BACHOFEN, V., mostraram, por espectroscopia, que o NO ndo é gerado
durante decaimento espontaneo da STZ, porém a sua metabolizacado no hepatdcito
do rato e ilhota pancreatica gera NO. Esta formagdo de NO ndo é devida a
atividade da NO sintetase (NOs), porque sua formagdo no hepatécito na presenca
da STZ nao é bloqueada pelo inibidor da NOs o NG-metil —l-arginina (BEDOYA, F.
J.; SOLANO, F. e LUCAS, M. em 1996).

Em 1996, SMISMANS, A LING, Z.; PIPELEERS, D., demonstraram que as
ilhotas expostas a STZ, mantidas em cultura, 24 horas apds a exposi¢do
apresentam nivel 10 vezes menor de atividade do GAD e GABA ( Acido Gama-
aminobutirico) quando comparado ao controle, concluindo que a les&o a célula
beta resulta em transitéria liberacdo de GAD para o meio extracelular tornando esta
enzima uma candidata a marcador do processo téxico para célula beta e um

potencial autoantigeno para reatividade imune.
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Compreendendo o0s mecanismos de agdo dos agentes diabetogénicos,

pode-se elucidar ndo somente as causas do diabetes como sua prevencao.

2.4 UTILIZAGAO DA NICOTINAMIDA NO DIABETES

A nicotinamida € uma vitamina hidrossoltvel do grupo B, precursora da
adenina dinucleotideo nicotinamida, uma coenzima envolvida em diversos
processos de transferéncia de energia dentro da célula. A deficiéncia da
nicotinamida e do acido nicotinico resulta em pelagra. Apesar de gquimicamente
muito semelhantes, ambos diferem amplamente nos seus efeitos, quando
administrados em doses farmacoldgicas. O acido nicotinico é utilizado como
agente hipolipemiante e vasodilatador e, experimentalmente, para induzir
insulino-resisténcia.

A NCT nao apresenta nenhum destes efeitos, ela oferece protecdo as
células beta pancreaticas contra grande variedade de insultos toxicos ou imune
mediados.

As primeiras observagcdes do efeito de protecdo da NCT foram feitas em
1947, quando mostrou protecéo contra o diabetes induzido pela aloxana em ratos
(LAZAROW, A., 1947), e mais tarde reproduzido com a STZ (DULIN, W. E;
WYSE, B. M.; KALAMAZOO, M. S., 1969).

YAMADA, K ; NONAKA, K; HANAFUSA, T.; MIYAZAKI, A.; TOYOSHIMA,
H.; TARUI, S., em 1982, demonstraram que quando usada antes do inicio clinico
do diabetes, a nicotinamida é efetiva na prevencdo do diabetes espontaneo no

rato NOD, e inibe insulite em modelo animal de transplante (NOMIKOS, |. N;
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PROWSE, S. J.; CAROTENUTO, P_; LAFFERTY, K. J., 1986).

A NCT preserva células beta residuais em ratos parcialmente
pancreatectomizados (YONEMURA, Y.; TAKISHIMA, T.; MIWA, K; MIYAZADI. |;
YAMAMOTA, H.; OKAMOTO, H., 1984) e aumenta sua regeneracdo, também
promove o crescimento de ilhotas humanas em cultura fetal.

Nos estudos em ratos, UCHIGATA, Y., YAMAMOTO, H.. NAGAI, H;
OKAMOTO, H., 1983, mostraram que a NCT inibe a poli ADP-ribose sintetase e
preserva a sintese de proinsulina.

Em altas doses, a NCT pode atuar como captadora de radicais livres, como
a timidina (LE DOUX, S. P.; HALL, C. R; FORBES, P. M.; PATTON, N. J;
WILSON, G. L., 1988).

A NCT apresenta efeito na imunidade celular, inibindo a ativacdo dos
macréfagos, em células beta in vitro (KOLB, H.; BURKART, V.. APPELS, B;
HANNENBERG, H.; KANTWERK-FUNKE, G.; KIESEL, U, FUNDA, J;
SCHRAERMEYER, U.; KOLB-BACHOFEN, V., 1990). Também inibe a indugédo de
citoquinas a partir das moléculas de classe 1l do Complexo de Histocompatibilidade
Maior (MHC ) na célula beta.

Evidéncias sugerem que o diabetes Tipo 1 é mediado por citoquinas, a
doenga depende das células T auxiliadores e macréfagos, e os radicais livres
(NO, 02 e OH) séo os mediadores intracelulares da morte celular.

A hipétese de STENO, formulada por NERUP, J.; MANDRUP-POULSEN, T ;
MOLVING, J.; WOGENSEN, L.; EGEBERG, J. em Copenhague 1990, associa
estas observagées como se segue: injuria inicial a célula beta como resultado de
eventos ambientais conduzindo a lesao da célula beta e liberagdo de constituintes

soluveis intracelulares. Estes componentes da célula séo apresentados por células
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apresentadoras de antigenos as células T. Estes antigenos s&o reconhecidos no
contexto de peptideos Classe Il MHC, com liberagdo de citoquinas, resultando em
recrutamento de macrofagos e células matadoras naturais. A lesdo da célula beta
€ mediada pelo efeito sinérgico téxico da interleucina 1 (IL-1), Fator de Necrose
Tumoral o e B, produzidos por estas células. A IL-1 € um potente e especifico
indutor da NOs na célula beta.

Como resultado do aumento da atividade da NOs sdo gerados NO e
radicais oxigénio. Estes podem causar lesdo direta ao DNA intranuclear. NO
também nitrosila grupos Fe-S nas enzimas repiratérias mitocondriais, pincipalmente
a aconitase, a enzima chave no ciclo de Krebs. A inibicdo da aconitase resulta
em diminuicdo da oxidacao da glicose e redugdo da producdo de ATP. A NCT
previne a producao de NO induzida pela IL-1 por inibicdo da expressdo da Nos
( CETKOVIC-CVRLJE, M; SANDLER, S.; EIZIRIK, D. L., 1993).

A exposicdo da célula beta a STZ resulta em rapido aparecimento de
quebras no DNA, subsequente deplecdo intracelular de NAD e morte celular apés
algumas horas. Parece que ha envolvimento de radicais oxigénio e 6xido nitrico
induzindo a morte celular em ilhotas isoladas. Seguindo a geragio de radicais
oxigénio da xantina oxidase, ou de doadores quimicos de Oxido nitrico, ocorre
ativacdo da poli ADP ribose, que tem sido demonstrada por imunofluorescéncia
proxima ao nucleo das células dentro de minutos e, simultaneamente, a deplec¢éo
de NAD é observada. As células beta expostas a NCT ndo mostram deplecéo de
NAD e sobrevivem ao insulto letal.

Estes estudos realizados por KOLB, H.; et al (1990) levam a concluir que a
toxicidade mediada pelos radicais oxigénio, 6xido nitrico e STZ é mediada por via

semelhante envolvendo lesdo ao DNA e deplegao de NAD.
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HELLER, S. P,; WANG, Z. Q.; WAGNER, E. F.; RADONS, J.; BURKLE, A.:

FEHSEL, K ; BURKART, V.; KOLB, H., em 1995, observaram que a deplecéo de
NAD esteve ausente nas células beta com deficiéncia do gene da Poli ADP Ribose
Polimerase (PARP).

Em 1999, MASUTANI, M.; SUZUKI, H.; KAMADA, N.; WATANABE, M;
UEDA, O, NOZAKI, T. JISHGE, K, WATANABE, T.. SUGIMOTO, T.
NAKAGAMA, H.; OCHIYA, T.; SUGIMURA, T., estudaram a importancia da
ativacdo da PARP e consequente deplecdo de NAD, no diabetes induzido pela
STZ. Os autores utilizaram ratos PARP-deficientes e observaram que estes
animais tinham morte celular e disfuncéo da célula beta em menor extensdo que os
controles quando expostos a STZ.

As agbes farmacoldgicas da NCT sdo dose dependente, conforme a

concentragao aumenta obtem-se acdes diferente (KOLB, H.; BURKART, V. 1999).

2.4.1 Nicotinamida como AgenteTerapéutico em Humanos

Em um estudo piloto, 8 controles nao tratados com idade abaixo de 16 anos,
altos niveis de anticorpo anti-ilhota (ICA), foram comparados com grupo de 14
irmaos com reducdo secregdo de insulina recebendo nicotinamida. Apds um
seguimento de 30 meses, todos os 8 controles e apenas 5 dos 14 tratados com
NCT (38%) desenvolveram diabetes Tipo 1 (ELLIOTT, R. B.; CHASE, H. P., 1991).

A NCT foi estudada em pacientes com diabetes estabelecido, porém com
secrecdo residual de insulina. Nestes pacientes, a NCT demonstrou efeito protetivo
na secrecao residual de insulina, melhor controle da doenga e sem efeitos

deletérios (VAGUE, P.; PICQ, R.; BERNAL, M. LASSMAN-VAGUE, V,
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VIALETTS, B., 1989).

Dois grandes estudos randomizados foram iniciados para avaliar a eficacia

da nicotinamida na prevencéo do diabetes Tipo 1 (GALE, E. A. M, 1996).
O primeiro foi o estudo na Alemanha, Deutsche Nicotinamide Diabetes Intervention
Trial (DENIS). Um estudo multicéntrico de 3 anos, envolvendo 74 irmaos de
pacientes com diabetes Tipo 1, ICA positivos, com idade entre 3-12 anos, metade
deles recebeu NCT e a outra metade placebo. Este estudo foi finalizado em 1997
porque demonstrou que a NCT n&o diminuiu o risco de diabetes nos pacientes
estudados. O estudo utilizou individuos com alto risco para a doenga e de rapida
progressao Os autores comentam, entretanto, que os dados ndo excluem a
possibilidade de um efeito menos intenso, porém potenciaimente expressivo, na
diminui¢cdo de risco ou efeitos clinicos maiores da NCT em individuos com risco
menor de progressao para diabetes Tipo 1 do que o grupo por eles estudado
(LAMPETER, E. F.; KLINGHAMMER, A; SCHERBAUM, W. A HEINZE, E;
HAASTERT, B.; GIAN|, G.; KOLB, H., 1998).

O segundo estudo € o European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial
(ENDIT), € duplo cego, randomizado, e placebo-controlado Inclui parentes de
primeiro grau de pacientes com diabetes Tipo 1 e idade inferior a 20 anos. Foram
selecionados aqueles com ICA positivo em dois testes, um dos quais maior ou igual
a 20 unidades Juvenil Diabetes Foundation (JDF), idade abaixo de 40 anos e
teste oral de tolerancia a glicose normal . Este estudo estd em andamento, sua

duracéo sera de 5 anos e a previsdo de término em 2001.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo foi realizado no laboratério de Imunologia e Microbiologia da
Faculdade Evangélica de Medicina do Parana e no laboratério de Biologia da
Secregdo Celular da Universidade Estadual de Maringa.

Foram adotadas as Normas para Apresentacdo de Trabalhos da
Universidade Federal do Parana (1996), Normas para Referéncias Bibliograficas de
Titulos e Periédicos da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (NBR-6023-
1989), Nomina Anatdémica Veterinaria (1983), bem como os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, propostos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal (COBEA-1985).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos (Rafttus norvergicus, Rodentia Mammalia), da
linhagem Wistar, para cada protocolo experimental, provenientes do Biotério do
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), com idade de 8 semanas e peso em
média de 350 gramas. Os animais foram alojados e mantidos em caixas de
polipropileno, recebendo agua e ragdo (Nuvilab CRI Nuvital®-Curitiba/Parana)
especifica para a espécie, ad Jibitum, durante 15 dias para adaptacéo as condiges
laboratoriais. O ambiente era climatizado (20 a 24°C), umidade relativa do ar de 50
a 60%, com ciclos de luz e escuro a cada 12 horas e limpeza das caixas
realizadas a cada 48 horas.

Foi utilizado um total de 66 animais entre o treinamento para isolamento das
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ilhotas e a obtengdo de rendimento satisfatorio de ilhotas para realizacdo dos

protocolos experimentais.

3.3 SOLUCOES

3.3.1 Solucao de Hanks

A solucéo foi preparada com os seguintes componentes: NaCl (Reagen®)
136rhM; KCI (Reagen®) 5,36mM; MgS04 7H20 (Reagen®) 0,8mM; Na2 HPO4
(Reagen®) 0,33mM ; KH2 PO4 (Reagen®) 0,44mM; CaCl2 2H20 (Reagen®)
1,26mM; NaHCO3 (Reagen®) 24,0mM; glicose ( Reagen®) 5,6mM.

Esta solugdo foi utilizada para preparar a solugdo de colagenase e nas
lavagens do sedimento contendo ilhotas. Prévia a sua utilizagao, a solugdo era
borbulhada por 10 minutos em mistura carbogénica (95% de oxigénio e 5% de gas
carbdnico) sob pressdo. A seguir o pH era acertado para 7,4 e a mesma mantida

em banho de gelo (-4°C) durante todo 0 experimento.

3.3.2 Solugao de Colagenase

Utilizou-se Colagenase tipoV Sigma®, lote 124H6868, 308 U/mg(Sigma,St
Louis, Mo, USA). A enzima é obtida da bactéria Clostridium histolyticum,
comercializada na forma de p6, que foi dissolvida, imediatamente antes de ser
usada, em 10 ml de solugdo de Hanks, na concentragdo de 1,7mg/ml e usada para

inoculacao intraductal e distens&o do pancreas.
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3.3.3 Solugdo de Krebs-Ringer Bicarbonato Modificada

A solucgéo foi preparada imediatamente antes de ser utilizada e continha os
seguintes componentes: NaCl (Reagen®) 120,0 mM; KCI (Reagen®) 5,0mM;
NaHCO3 (Reagen®) 250mM; MgCi26H20 (Reagen®) 1,13mM; CaCl2
(Reagen®) 2,56mM.

Apds o preparo da solugdo de Krebs, foram acrescentadas albumina bovina

humana Frag&o 5, Sigma® lote 98F0047, na concentragdo de 5mg/mi, e glicose
que 7variava de acordo com o protocolo experimenal de OmM a 16,7mM.
As drogas utilizadas foram acrescentadas a solugdo de Krebs, sempre
imediatamente antes do seu uso . A STZ Sigma® lote S0130 (Sigma, St Louis, Mo,
USA) foi usada na concentracdo de 1,8mM e a NCT Sigma®, lote 28H0561
(Sigma, St Louis, Mo, USA) na concentragéo de 20mM.

A solugdo era mantida em banho de gelo (-4°C) durante todo protocolo
experimental e pH ajustado para 7,4 antes do seu uso. Foi utilizada para preparar
os meios de pré-incubacao, incubagdo e para lavagem das ilhotas entre a pré e

a incubagao.
3.4 PROCEDIMENTOS
3.4.1 Realizagao da Pancreatectomia
Anestesia do rato por inalagdo com éter sulfurico, tricotomia da regido

abdominal, imobilizagdo em decubito dorsal. Incisdo abdominal ampla e exposi¢cao

do ducto biliar.
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Retrag&o cranial do figado e clampeamento da porgo distal do ducto bileo-
pancreatico junto a confluéncia com o duodeno.

Incisdo do ducto biliar comum junto ao hilo hepatico com tesoura.
Canulagéo com catéter de polietileno fino (Intracath®,nimero 38316661, diametro
de 0,7mm/22 GA Becton Dickinson) e posterior fixacdo com fio de sutura de
algodao 2-0 (classe Il Multipak, SHALON®).

Injecdo de 10 ml de solugdo de Hanks gelada com 17 mg de colagenase no
ducto biliar comum.

7 Evisceracdo do bago, retragdo do estdmago cranialmente para melhor
exposicao do pancreas distendido, dissec¢do do pancreas a partir do duodeno.

Colocacgao do pancreas distendido em placa de Petri (100x100mm Pyrex®)
gelada para separagdo da gordura, vasos sanguineos e linfonodos mesentéricos.
Realizacdo de cortes, com tesoura, de mais ou menos 1 cm, para facilitar a agéo

da colagenase.
3.4.2 [solamento das llhotas

A técnica utilizada para o isolamento das ilhotas foi a de LACY e
KOSTIANQVSKY descrita em 1967, e digestao estacionaria descrita por GOTOH,
M.; MAKI, T; KIYOIZUMI, T.; SATOMI, S.; MONACO, A. P. em 1985.
incubacdo do pancreas em placa de Petri a 37°C em banho-maria (Fanem® )
durante 15minutos para digestdo estacionaria .

O produto da incubagao foi colocado em Becker de 100ml e adicionado
60m! de solugio de Hanks gelada (4°C) para interromper a digestao.

Distribuicdo do volume em 4 tubos graduados de 15ml plastico, com fundo
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conico, apropriados para centrifuga. O contetido dos tubos foi homogeneizado por
10 segundos em agitador automatico de tubos (mod. AT56, Phoenix®) em
intensidade maxima.

Os tubos com a suspensdo tecidual foram sedimentados em centrifuga
clinica (Fanem® -modelo 206-) por 15 segundos a 1500 rotagdes por minuto.

Desprezou-se o sobrenadante, ressuspendeu-se o sedimento até 15mi e
repetiu-se a homogeneizagdo no agitador de tubo por 10 segundos e
centrifugacao por 15 segundos. Este procedimento foi repetido por trés vezes. O
maté‘rial dos 4 tubos foi colocado em um Becker de 100ml e acrescentada solugao
de Hanks até 100 ml. A seguir, agitado com pipeta tipo Pasteur, deixado
sedimentar espontaneamente por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
novamente ressuspendido para 100ml, agitado com pipeta, e deixado sedimentar
por mais 3 minutos. O sobrenadante novamente foi desprezado e ressuspendido
para 100mi .

A suspenséo passada por um filtro de malha de nailon com poros de 500u
(Tegape®), para remover tecidos ndo digeridos, como linfonodos mesentéricos,
vasos sanguineos e fragmentos ductais, deixando passar somente as ilhotas e
restos celulares. |

Esperou-se sedimentar por 2 minutos e desprezou-se 0 sobrenadante,
deixando volume final de 50ml.

Separagéo das ilhotas, para incubagépo, em lupa (Olympus® mod SZH10) no
aumento de 10 vezes. Utilizando a pipeta automatica de 100ul (Gilson®) com
ponteira de plastico para transferir as ilhotas para o meio de incubagéo.

Para o isolamento das ilhotas uma segunda técnica foi utilizada:

Os animais foram sacrificados por decapitaggdo e, em seguida, realizou-se
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laparotomia e exposicdo do ducto biliar . Apds canalizacdo do ducto biliar, com
catéter de polietileno, procedeu-se injecdo de 15 ml de solugdo de Hanks gelada
para distensdo do pancreas.

A seguir, disseccdo do pancreas iniciando pela porcdo duodenal até
completa retirada do 6rgéo. Colocagdo deste em placa de Petri para retirada da
gordura e linfonodos mesentéricos.

O material foi transferido para Becker com solugdo de Hanks gelada e
realizado um picotamento rapido com tesoura para obter um material homogéneo.
Em seguida, foi lavado com solugdo de Hanks gelada, 100ml, por 3 vezes.

O sedimento foi passado para um tubo de ensaio e lavado por mais 2
vezes.

Colocacdo da colagenase, calculada em 14 mg para cada 3,5 ml de
pancreas, levado para banho-maria a 37°C, com mistura carbogénica borbulhando
dentro do tubo por 10 minutos.

Retirou-se a mistura de gases e agitou-se o tubo manualmente de forma
lenta dentro do banho-maria por 5 minutos, em seguida agitou-se o tubo
rapidamente durante 90 segundos .

O material foi levado para o gelo em um Becker, acrescido com solu¢do de
Hanks gelada até 100ml. Realizada agitacdo com pipeta tipo Pasteur e
sedimentagio espontanea por 8 minutos no gelo. O sobrenadante foi desprezado e
ressuspendido para 100ml, deixado sedimentar por 4 minutos, repetido o
procedimento e deixado sedimentar por 2 minutos e depois 1 minuto. A seguir, as
ilhotas foram separadas em lupa, coletadas com micropipeta automatica e

distribuidas nos respectivos meios para pré-incubagao.



21

3.4.3 Protocolo Experimental com as llhotas Pancreaticas Isoladas

3.4.3.1 Pré-Incubacao

Grupos de 4 ilhotas foram transferidos para placa de cultivo de células tipo
Colstar com 24 pocinhos. Para pré-incubagao, cada pocinho recebeu 4 ilhotas e 0,5
ml de solugcdo de Krebs, albumina a 5% e glicose nas concentragdes especificas
para cada protocolo experimental descritos abaixo:

Placa A: glicose 16,7mM em todos os pocinhos.

Placa B e C: glicose 16,7mM em todos os pocinhos e 4 protocolos
diferentes: STZ 1,8mM; STZ 1,8mM e NCT 20mM; NCT 20mM e controle.

Placa D: glicose OmM, glicose 5,6 mM, glicose 11,1mM e glicose 16,7mM.

Placa E: glicose OmM, glicose 56mM, glicose 11,1mM, glicose 16,7mM e
STZ 1,8 mM em todos os pocinhos.

As placas foram colocadas em pré-incubag&o por 60 minutos em atmosfera
com a mistura carbogénica e banho-maria a 37°C. Agitagbes sucessivas eram
feitas a cada 10 minutos.

Apo6s 60 minutos, as placas foram colocadas no gelo e as ilhotas recolhidas,
com pipeta de microlitros. Da placa de pré-incubagéo, as ilhotas foram transferidas
para outra placa contendo solugdo de Krebs gelada com albumina a 5% e
glicose a 56mM. Permaneceram neste meio, em banho de gelo, durante 20

minutos.
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FIGURA 1: DESENHO ESQUEMATICO DA PLACA DE CULTURA DE CELULAS

TIPO COLSTAR.
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3.4.3.2 INCUBACAO

Ao final dos 20 minutos, as ilhotas foram distribuidas na placa para
incubagao nos meios com solugcado de Krebs contendo albumina 5% , na presenca
ou auséncia de glicose em diferentes concentragcGes e das drogas testadas, como
seguem abaixo:

Placa A : glicose OmM,; glicose 5,6mM; glicose 11,1mM; glicose 16,7mM.

Placa B e C: glicose 16,7/mM para todos os pocinhos e as drogas da

seguinte forma: controle; STZ 1,8mM; STZ 1,8mM +NCT 20mM e NCT 20mM.
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Placa D: glicose 16,7mM para incubagao para todos os pocinhos.

Placa E: glicose 16,7mM e STZ 1,8mM em todos os pocinhos.

As placas foram, entdo, colocadas em incubagdo por 60 minutos, sob
atmosfera da mistura carbogénica, a 37°C em banho-maria e agitadas a cada 10
minutos.

No final do protocolo experimental, as placas foram colocadas no gelo e
coletou-se do meio material para dosagem da insulina liberada durante a

incubacgao.

3.5 DOSAGEM DA INSULINA SECRETADA IN VITRO PELAS ILHOTAS
PANCREATICAS ISOLADAS

O sobrenadante, ao final das incubacgdes, foi coletado com pipeta e diluido
na propor¢ao de 1:5 e submetido ao ensaio para dosagem da insulina.

Principio do teste:

A insulina secretada pela ilhota pancreatica de rato foi medida por
radioimunoensaio, método de Fase Sdlida (MICROMEDIC® INSULIN RIA KIT),
onde a insulina porcina marcada com lodo 125 (ICN MICROMEDIC SYSTEMS,
INC.) compete com a insulina de rato pelo mesmo sitio de ligagdo do anticorpo
especifico anti-insulina que estava imobilizado na parede do tubo de poliestireno.
Apébs completar o periodo de incubagé&o de 18 horas em temperatura ambiente, o
complexo insulina-anticorpo foi separado da insulina livre (insulina marcada com
lodo 125) por decantagdo e posterior lavagem do tubo de ensaio. Os tubos foram
para contador automatico gama C12 DPC®, durante 1 minuto, e a medida da

insulina presente na amostra foi obtida através de curva de calibrac&o.
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Este kit tem 100% de especificidade (atividade relativa 1,0) para insulina
humana e 89,5% (atividade relativa 0,895) para insulina de rato. O resultado final

deve ser multiplicado pelo fator de conversao .
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4 TRATAMENTO DOS RESULTADOS

Para avaliagdo de cada um dos protocolos experimentais, foi adotado o
modelo de analise de variancia completamente aleatorizado com efeitos fixos. Em
funcdo do mesmo numero de repeticdes por tratamento, o referido modelo é
robusto para moderado afastamento da condicdo de homogeneidade de variancias.
Desta forma, para analise dos resultados, optou-se por uma transformacéo de
dados visando-se obter a referida homogeneidade. Para tanto, considerou-se o
logarittimo na base 10 dos resultados em fun¢do da existéncia de uma
proporcionalidade entre as médias e desvios padrées. Quando da constatagéo de
diferenca significativa entre as médias sob comparacdo, testou-se as hipoteses
associadas aos contrastes estabelecidos a priori, através do procedimento de
comparagdes multiplas de Dunn. Com isto, levou-se em considerag;éo que o nivel
de significancia dos testes dos contrastes nao superou o nivel de significancia do
protocolo experimental, o qual foi estabelecido em todas as comparacgdes igual a

0,05.



26
5 RESULTADOS

Nas ilhotas do protocolo experimental da placa A, podemos observar um
efeito crescente na liberagdo de insulina, conforme a concentracdo de glicose
aumenta. Isto pode ser representado através de uma curva dose-resposta que esta

apresentada na figura 2.

FIGURA 2 — EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLICOSE
NA SECRECAO DE INSULINA

100 -

nUfilhota/60 min)

Secregdo de Insulina (

T T T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Glicose (mM)

Na curva pode-se observar que as ilhotas respondem de forma crescente,
ou seja, aumenta a secre¢ao de insulina conforme aumenta a concentragao de
glicose. O numero de observagbes em cada concentragéo foi 6, com excec¢do da

concentragédo de 16,7mM que teve 19 observagbes. Na curva cada ponto
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representa a média das observagdes e as linhas em cada ponto representam o erro
padrao da média.

Quando comparou-se as concentracées OmM e 56mM de glicose, nota-se
que nao houve diferenga na secre¢do de insulina ( p = 0,4849). A secrecdo de
insulina para ambas concentragdes € de apenas 8,45% da exposi¢éo a 16,7mM
de glicose.

Entre as concentracdes 5,6mM e 11,1mM de glicose, a célula beta responde
ao aumento de glicose aumentando a liberacdo de insulina em 60,15%, uma
diferenca estatisticamente significativa ( p < 0,0001 ).

Entre as concentragdes 11,1mM e 16,7mM, as células beta comportam-se
da mesma forma, com aumento 31,39% na secre¢do de insulina estimulada pelo
aumento na concentragdo de glicose, que foi estatisticamente significativa (p <
0,03).

A figura 3 demonstra a acgdo da STZ, da STZ e NCT juntas no meio de

incubacgdo, da NCT sozinha e controle.

FIGURA 3 — EFEITO DA STZ E NCT NA SECREGCAO DE INSULINA
ESTIMULADA POR 16,7 mM DE GLICOSE

B Controle

Secreglo de Insulinaly/milhota/60 min)
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No grupo tratado com STZ e glicose 16,7mM, houve inibigdo na secregéo de
insulina. A diminuigdo na secre¢do de insulina foi de 87,84% em relacdo ao

controle (p< 0,0001).

Quando adicionada a NCT junto com STZ, esta ofereceu protecdo a célula
beta dos efeitos da STZ e manteve a secrecdo de insulina semelhante ao controle
(p = 0,0534). A secre¢do de insulina foi aumentada em 83,68 % quando a NCT
esteve associada ao meio com STZ comparada a STZ sozinha (p < 0,0001).

A NCT sozinha resultou em pequena diminuicdo na liberagdo de insulina,
masrestatisticamente nao foi significativo, demonstrando que sozinha a NCT néo

altera a secre¢ao de insulina (p = 0,1788).

FIGURA 4 — EFEITO DAS DIFERENTES CONCENTRAGOES DE GLICOSE

DURANTE A PRE-INCUBACAO NA PRESENCA OU AUSENCIA DA STZ
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40 A

20 -

Secregdo de Insulina (1U/mlfilhota/60 min)

Glicose (mM)

As ilhotas (figura 4) sofreram pré-incubagdo com diferentes concentragGes

de glicose na presenca ou auséncia de STZ. Apos ilhotas foram incubadas durante
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60 minutos, com 16,7 mM de glicose, na presenca ou auséncia da STZ 1,8mM.

Cada ponto na curva representa a média de 6 observagdes, as linhas em
cada ponto representam o erro padréo da média.

Nota-se que o comportamento da curva € ascendente, conforme aumentou-
se a concentragéo de glicose na pré-incubagdo, houve aumento na liberagéo de
insulina no grupo controle durante a incubagéo (a,b,c).

Quando comparou-se o ponto OmM com 56mM obteve-se diferenca
estatisticamente significativa na liberagéo de insulina (p = 0,4187).

Nos pontos 56mM e 11,1mM, a diferenca foi significativa { p< 0,03)
demonstrando a tendéncia da célula secretar mais insulina quando pré-exposta a
uma maior concentracao de glicose.

Levando em consideracdo a pré-exposicdo a 11,1mM e a 16,7mM de
glicose, observou-se um aumento importante e estatisticamente significativo
(p < 0,005).

A resposta secretéria da célula beta, quando pré-incubada em 16,7mM, é
75% maior do que quando pré-incubada na auséncia de glicose, com 56mM a
resposta permaneceu baixa e quando com 11,1mM ja demonstrou ascendéncia
(52,98% ).

Na figura 4 (d,e,f,g), observou-se que o uso da STZ bloqueou a resposta
secretéria para © grupo exposto na pré-incubacdo a 11,1mM e 16,7mM,
representado pelas letras f e g na curva de secregéo de insulina. A comparagéo
entre os pontos b ef, c e g foi estatisticamente significativa (p=0,0013 e p<0,0001
respectivamente). A diminuicdc na secre¢do de insulina foi de 77,46% para
concentragdo de 16,7mM e de 55,85% para 11,1mM comparado ao controle.

Nas concentragdes de OmM e 56mM, embora tenha havido diminuigdo na
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secregdo de insulina, esta nao foi estatisticamente significativa(p=0,3127 e
p=0,0802 , respectivamente). Na concentracdo OmM, ocorreu uma diminuicdo de
31,47% e na concentragcdo 5,6mM houve uma diminui¢do de 16% na presenca da

STZ comparado ao controle.
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6 DISCUSSAO

O processo secrecéo de insulina é dependente da presenca da glicose e de
sua concentragéo. A regulacdo da secregio de insulina in vivo e in vitro € muito
semelhante. Aumentando-se a glicemia, ocorre aumento na secregao de insulina,
0 que pode ser observado in vivo, quando se faz teste de tolerancia a glicose.

Em ilhotas pancreaticas de roedores, e mesmo em humanos, existe uma
relagdo dose-resposta. Incubando-se as ilhotas com concentragdes crescentes de
glicose, a liberagdo de insulina também é crescente. Os resultados (figura2)
confirmam os dados da literatura. A partir da concentragdo 5,6 mM de glicose,
observa-se uma resposta secretéria ascendente dependente da concentracdo de
glicose.

Os valores obtidos e o comportamento da célula beta pancreatica sio
classicamente mostrados por trabalhos anteriores. ANDERSON, A.; WESTMAN, J.
and HELLERSTROM, J., em 1974 demonstraram, através da incorporacao de
leucina em ilhotas mantidas em cultura, que a sintese de insulina estava
correlacionada ndo somente com a concentragdo de glicose no meio de
incubacdo, mas também com o meio de cultura em que previamente estavam. Os
autores sugerem, ainda, que a célula beta estaria equipada com uma “memaria”, a
qual poderia regular a biossintese de insulina em situagdes onde as concentragdes
de glicose extracelulares alterassem rapidamente.

O processo estimulo-secregdo de insulina indica maior concentragdo de
glicose ativa mais o metabolismo e a secregdo observada pode ser consequéncia
deste efeito.

Em ratos, o jejum promove uma menor capacidade secretdria nas ilhotas
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pancreaticas, EFENDIC, S.; CERASI, E.. LUFT, R.; GLADNIKOFF em 1976

demonstraram que o jejum reduz a sensibilidade da ilhota ao estimulo secretério
da glicose.

Isto pode ser observado também in vitro. CARPINELE, A. R.; MATHIAS, P.
C. F.; LECLERCQ-MEYER, V. and MALAISSE, W. J em 1986, mostraram que a
pré-incubagdo por uma hora com glicose a 5,60mM promove uma diminuicio em
mais da metade da secrecdo de insulina em ilhotas perfundidas com solugdo de
glicose a 16,7mM.

Em 1992, RASSCHAERT, J.; EIZIRIK, D. L.; MALAISSE, W. J., estudando
os efeitos da STZ e concentracdo de glicose na atividade das desidrogenases
mitocondriais, demonstraram que as ilhotas cultivadas em meio com glicose a
28mM apresentavam maior resposta secretdria na presenca tanto de 1,7mM como
com 16,7mM de glicose.

Os resultados mostram, na figura 4, nitida curva dose-dependente, quando
as ilhotas foram previamente incubadas com diferentes concentragées de glicose.

A incubacdo com glicose a 16,7mM, em ilhotas previamente incubadas na
auséncia de glicose, mostrou uma diferenga com as ilhotas que previamente foram
incubadas com 16,7mM de glicose. Houve um incremento de 75,04% na liberag&o
de insulina para o grupo pré-incubado com 16,7mM de glicose.

Estes resultados reforcam a observacdo que as ilhotas pancreaticas
respondem melhor quando pré-tratadas com uma concentracdo de glicose maior.
Sabe-se que o jejum, in vivo, debilita 0 metabolismo da célula beta pancreética e
faria com que a resposta secretéria destas ilhotas fosse menor que dos animais
alimentados (GIROIX, M. H.; DUFRANE, S. P.; MALAISSE-LAGAE, F; SENER, A.

A e MALAISSE, W. J. em 1984).
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O preé-tratamento de ilhotas com glicose 5,6mM provoca um menor grau na
condutancia do potassio comparado com ilhotas pré-tratadas com glicose 16,7mM,
indicando que possivelmente neste breve periodo as ilhotas tiveram seu
metabolismo celular comprometido (CARPINELLI, A. R ; et al, 1986).

A STZ blogqueia a liberacdo de insulina (figura 3), GOLDEN, P...BAIRD, L.:
MALAISSE, W. J.; MALAISSE-LAGAE, F. e WALKER, M. em 1971, demostraram
que a STZ, na primeira hora de incubagéo, faz uma diminuicdo de 39,30% na
secrecdo de insulina e na segunda hora diminuicdo de 76,90%. Os resultados
deste estudo mostraram uma inibicdo de 87,84% na segunda incubagdo, o que
esta de acordo com os achados da literatura.

O mecanismo pelo qual a STZ causa bloqueio na liberacao de insulina é
bastante discutido. Sabe-se que a droga lesa o DNA celular, com isto ativa a poli
ADP ribose, consome NAD causando diminuicdo critica deste, blogqueando o
processo secretério celular, sintese de proinsulina e liberagdo de insulina
(MALDONATO, A.; TRUEHEART, P. A, RENOLD, A E. e SHARP, G. W. G,
1976).

A reacao metabdlica e a deterioragéo funcional observada in vitro apés STZ
foram explicadas por HIROSHI OKAMOTO, em 1985, onde o autor termina
dizendo que a célula beta mostra uma “resposta suicida” para reparar a leséo do
seu DNA.

As ilhotas, quando mantidas em cultura apés exposi¢éo a STZ, apresentam
um modelo de liberagdo de insulina com algumas caracteristicas das primeiras
fases do diabetes Tipo 1. A diminuicdo na oxidagdo da glicose, no consumo de
oxigénio, na biossintese de insulina e a severa redugdo da liberagdo de insulina

estimulada pela glicose sdo semelhantes ao encontrado nas ilhotas imediatamente
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apos exposigcao a interleucina 1(SANDLER S.; ANDERSON A.: HELLERSTROM

C., 1987), uma citoquina derivada do macréfago com papel no desenvolvimento do
diabetes Tipo 1(MANDRUP-POULSEN, T.; BENDTZEN, K NIELSEN, J. H;
BENDIXEN, G.; NERUP, J. 1985).

Os resultados deste estudo mostram que a NCT (figura 2) protegeu a célula
beta, efeito demonstrado in vivo e in vitro na literatura.

Inicialmente, o efeito da nicotinamida era apenas atribuido a sua potencial
capacidade de fornecer substrato para produgdo de NAD (que fica comprometido
na exposi¢ao da célula beta a STZ), e assim inibir a poli ADP ribose. Hoje sabemos
gue a NCT tem mecanismos de agdo mais amplos, interferindo na imunidade
celular e como captadora de radicais livres e 6xido nitrico (EDWIN A.M. GALE,
1996).

Além deste efeito protetor, os autores tém mostrado que ndo ha acdo da
NCT per si no processo estimulo secre¢ao da insulina. No presente estudo, o grupo
tratado apenas com NCT nao apresentou diferenca em relagdo ao grupo controle
na secrecdo de insulina. GOLDEN, P.; et al em 1971 mostrou semelhantes
achados em ilhotas de rato isoladas.

Na figura 4, nota-se que quando a célula beta foi exposta a uma maior
concentragdo de glicose (11,1mM e 16,7mM) a STZ foi mais deletéria. Isto foi
estudado por SANDLER, S.; WELSH, M. e ANDERSON, A, 1983, eles observaram
que as ilhotas, expostas & STZ e glicose a 16,7mM em comparagao a 5,6mM,
sofreram mais inibicao na liberag&o de insulina estimulada pela glicose. Uma maior
atividade metabdlica conferiu uma maior suscetibilidade ao efeitos da STZ,
especialmente na estimulacdo da biossintese de proinsulina.

Outro estudo, mais tarde, mostrou que ilhotas, mantidas em cultura com
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glicose 11,1mM, sofriam mais com a presenca da STZ do que as ilhotas expostas a
5,6mM. Porém, quando se aumentou a concentragio da glicose para 28mM houve
protecdo da célula beta em relagcdo a 11,1mM. Podemos, entdo, ter um efeito
diferente da glicose quando acrescentada ao meio de cultura em concentracéo
muito alta (28mM), uma ativacido de mecanismos de defesa da célula contra
toxinas (EIZIRIK, D. L.; STRANDELL, E. and SANDLER, S. em 1988).

BURKART, V.; BRENNER, H. H.; HARTMANN, B. e KOLB, H .em 1996,
demonstraram que as ilhotas, em cultura, na presenca de glicose em alta
conéentrac;éo (29mM), eram mais resistentes a agdo da STZ. Os autores testaram
a hipétese que poderia ser devido ao efeito da glicose como nutriente ou a
competicdo entre glicose e STZ na captagdo celular (mesmo transportador).
Utilizaram teofilina e glibenclamida para estimular o metabolismo celular.
Encontraram o mesmo efeito da glicose, descartando, assim, as duas
possibilidades. Concluiram que a maior atividade metabdlica influenciaria a
capacidade celular para resistir a toxinas em cultura.

Diante destes achados e da literatura, vemos que existe uma certa
complexidade no entendimento da fisiopatologia do diabetes e as pesquisas
mostram que a NCT pode, realmente, ser util para prevenir a doenga. O
conhecimento dos resultados dos estudos em andamento pode trazer novas
perspectivas para os pacientes com risco de desenvolver a doenga e talvez o

processo auto-imune contra as células beta ndo seja inevitavel.
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7 CONCLUSOES

Concluimos, assim, que (1) a ceélula beta responde ao aumento na
concentracao de glicose com aumento na liberagdo de insulina, (2) o aumento na
liberacdo de insulina é dependente da concentragcdo de glicose em que a célula
beta pancreatica foi previamente exposta, (3) a STZ bloqueia a liberagao de
insulina pela célula beta , (4) a NCT foi capaz de proteger a célula beta dos efeitos
lesivos da STZ, e, finaimente (5), a concentracdo de glicose no meio de cultura

podé influenciar o efeito lesivo da STZ.



ANEXOS

Resultados obtidos em cada protocolo experimental:

Protocolo experimental 1: liberagdo de insulina em pU/ilhota/mi/60minutos.

Glicose O Glicose 5,6mM Glicose 11,1mM Glicose 16,7mM
8,95 6,71 55,93 71,16

6,04 8,95 71,16 47,52

6,14 5,59 78,31 78,31

13,42 4.46 38,03 26,85

4,25 12,30 55,93 4475

3,80 413 42 51 100,68

Protocolo experimental 2: libera¢do de insulina em pU/ilhota/mi/60minutos

STZ STZ + NCT NCT CONTROLE
5,59 78,31 83,90 106,28
13,96 100,68 86,70 123,06
13,96 27,96 55,93 61,53

6,71 39,15 111,87 83,90

20,13 72,71 55,93 55,93

6,71 83,90 50,34 67,12

STZ STZ + NCT NCT CONTROLE
5,6 72,71 95,09 95,09

15,10 83,90 89,50 139,84
12,86 4475 55,94 55,95

6,71 45,00 100,69 95,10

6,15 78,31 50,34 61,53

11,19 83,90 51,00 78,31




Protocolo Experimental 3. liberagdo de insulina em uU/ilhota/ml/60minutos
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Glicose 0/16,7mM

Glicose5,6/16,7

Glicose11,1/16,7

Glicose16,7/16,7

21,38 14,89 20,68 45,37
15,79 19,48 58,55 42 42
21,27 16,99 36,25 80,46
28,29 14,29 11,60 88,21
9,67 10,84 44,80 91,92
7,48 26,38 48,58 67,67
Glicose+STZ Glicose+STZ Glicose+STZ Glicose +STZ
22,83 11,74 45  |ee—
16,78 12,21 28,17 9,68
16,29 15,10 15,10 17,76
8,29 8,70 23,18 23,84
10,82 7,68 10,81 12,77
12,21 15,14 15,59 14,10

Relatorio estatistico:

Protocolo Experimental 1

Inicialmente testou-se a hipétese de médias iguais de liberagdo de insulina,

para todos os tratamentos(niveis de glicose na incubacéo iguais a 0; 5,6; 11,1 e

16,7mM) versus a hipdtese alternativa de pelo menos um tratamento com média
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diferente. O resultado do teste estatistico indicou a rejeigdo da hipotese nula no
nivel de significancia de 0,05(p<0,0001).

Dado este resultado, comparou-se os niveis de concentracéo de glicose 0
com 56mM , 56 com 11,1mM e 11,1 com 16, 7mM. Também testou-se as
concentragoes 0; 5,6, 11,1 mM com 16,7 mM. O nivel de significancia adotado
nestas comparagbes foi de 0,01 de forma que n&o foi ultrapassado o nivel de

significancia de 0,05 do experimento.

TABELA 1. DEMONSTRATIVO DOS RESULTADOS DE MEDIAS E
DESVIOS PADROES DOS DIFERENTES TRATAMENTOS (PROTOCO

EXPERIMENTAL 1)

Glicose(mM) secrecao de insulina(uU/mlfilhota/60min

0,0 7,10+1,47 n=6

5,6 7,02 +1,27 n=6
111 56,98 + 6,39 n=6
16,7 83,05+ 5,61 n=19

Protocolo Experimental 2:

Inicialmente testou-se a hipdtese nula de médias iguais de liberagdo de
insulina para todos os tratamentos (STZ ; STZ + NCT ; NCT ; Controle) versus a

hipétese alternativa de pelo menos um tratamento com média diferente. O



40

resultado do teste estatistico indicou a rejeicdo da hipotese nula no nivel de
significancia de 0,05 (p< 0,0001)).

Dado este resultado, comparou-se cada um dos tratamentos dois a dois. Em
cada comparagdo testou-se a hipdtese nula de médias de liberagdo de insulina
iguais versus a hipétese alternativa de médias diferentes. O nivel de significancia
adotado nestas comparagdes foi de 0,008, de forma que nao foi ultrapassado o

nivel de significancia de 0,05 do experimento.

TABELA 2. APRESENTACAO DOS RESULTADOS DE MEDIAS E

DESVIOS PADROES DO USO DAS DROGAS STZ E NCT SOZINHAS OU EM

COMBINACAO

Droga Secregao de insulina(uU/ml/iihjota/60 min)

STZ 10,38 + 1,38 n=12
STZ+NCT 6761+ 6,50 n=12
NCT 73,94+ 6,58 n=12

Controle 85.30 + 6,58

Protocolo Experimental 3:

Primeiramente testou-se a hipotese nula de médias iguais de liberagao de
insulina para todos os tratamentos envolvidos no experimento versus a hipotese
alternativa de pelo menos um tratamento diferente . O resultado do teste

estatistico indicou a rejeigao da hipétese nula no nivel de significancia de 0,05
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(p<0,0001).Comparou-se  os tratamentos e o nivel de significancia nestas
comparagoes foi 0,0033, de modo que ndo ultrapassou o nivel de significancia de

0,05 do experimento.

TABELA 3: RESULTADOS DE MEDIAS E DESVIOS PADROES DO

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 3

Pré-incubagao (glicose mM/l)  Secrecao de insulina uU/ml/ilhota/60min

Sem STZ com STZ
0,00 17,31 £ 3,21 14,54 + 2,11
5,60 17,16 +2,18 11,76 1,27
11,1 36,74 +7,23 16,22 +3,45

16,7 69,34 £ 8,73 15,63 2,21
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