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INTRODUGZXO

-

A intensificacao do estudo s8bre o gluea
gon nestes Ultimos anos conduziu a resultados gue permi-

tem admiti-lo como parte integrande do sistema regulador

da glicemia, A meioria das informagoOes sdbre sua agao de-
correm, porém, de experimentos em mamiferos, especialmen-

te em caes e em gatos.

" Ls poucas obsefvagses de sua ativiaade 
em répteis e em aves sugercm, Qntfetanto, que o glﬁcagoi
pode ser fisioldgicamente muito mais impoftante néstas»dg
as classes de vertebredos. Se essas diferencas de compor-
tamento resultam de variagGes da sensibilidade dos tecidos
a éste horménio oﬁ‘se dependem da quantidade secretada,ég
tao, a escolha da cspécie gnimal para © estudo do glucagon
pode ser um fatorvimporfante para a obtengZo de resultados
‘esclarecedores sbbre o seu pépel'fisiolégico (Berthet,
1963 ). | o |

Por outro 1ad6, o) metéboiismo dos répteis
desenvolve-se em processo lento, oferecendo, assim, inte-
ressante oportunidade para a obéervagﬁo de certos fenéﬁe—
nos que, em‘mémiferos, poderiam passar despercebidos (Coul
son e Hernéndez, 1964);

Havendo encontrado poucas informaéBés re-

lativas ao estudo do glucagon em Offdios, Lacertf{iios e

cinda menos em Queldnios, escolhi dentre os dltimes a espg



cie "Chrysemys d'Orbignyi" "* para objeto de estudo ne

.

presente trabalho, o .

Como adiante se‘veré, a temperatura in%
flui sdbre o metabolismo de certos réptéisbe,,tendq si
do possivel trabalhar numa,fegiéo em_que‘és diferengas
entre o inverno e o verao sZo mais nitidas do que em
outras do pafs, julguei de interésse, seoulndo as su- -
gestoes do Prof. Paulo Sawaya, estudar a agdo déste héy
ménio sbbre o metabolismo glicidi;5 de’ Chrisémis 

d'orbignyi, que s3o os queldnios mais comumente encon--

trados no rio Guaiba e suas ilhas, em Qﬁja margem f”;e“
situa a cidade de Pérto Alegre, sede do Instituto  ;dél
Fisiologia Experimental, onde éste trabalho*foi‘reali~;
zado. |

As Chrysemzs-habitam as'zona§vtropicais!
e temperadas das Américésy sendo mais freéﬁentés‘porém,
nas reg '6es troplcals de todo o contlnente americano -

(Goeldl, 1906) com»excegao de Chrysemys picta 'belli,

que parece ser a Unica encontrada na Columbia Briténi-
ca (Darlington, 1957). Por isto, a meu #ef, talvez 8s-
tes animais oferegam,um mecanismo de adaﬁtagéo“que‘de-
va estar relacionadoydiretamente com o metabolisﬁo dos

hidratos de carbono,.

¥ Sendo Chrysemys d'orbignyi uma das espécies de Chelo
nia que ocorrem no Guaiba, rio das circunjascéncias de
Pérto Alegre, de onde provieram todos os animais do pre
‘sente trabalho, indicarei, para abreviar,apenas o nome
do género Chrysemys, referindo-me sempre a Chrysemys
d'orbignyi. Evitarei, assim, para nao causar confusoes,
as indicagoOes populares de "tartaruga", "jaboti" ou "ti
gre d'égua"(Lﬂderwaldt 1926) pelas quais estes animais
sao conhecidos no pais.




O fato de Chrysemys G orblanyl viver tem—

bém em ambiente relativamente frio, sugere umn determlnado
regime de adaptagaoé no qual sem dﬁv1da, deve 1nterfer1r
a atividade enddcrina do pancreas. Na blbllografla consul
tada na&o encontrei referéncia espe01al ao fun01onamento

do phncreas em animais que vivem em regioes tropicaise em
temperadas, e dai, julgar de interésse verificar a‘influ—
éncia da 1nsu11na e do glucanon em animais com ésse regl—

me de adaptagao.'?ropus—me assim experimentar os hormdni-

OS'pancreéticos em,Chrysemys‘d*brbignyiy,que podem 'Vivérv

em localidades oujas‘temperéturaslésbilam durante d‘anéi

entre 3° e 39°C: | SRS '
Assim, o objetivo principal déste trabélﬁo

serd o estudo da influéncia do glucabon no metabollsmo

glicidico de Chrysemys d‘orblgnvl durante as varlagoes

estqc1onals.

Depois de apresentaf uma resenha da biblio
grafia sbbre o glucagon e sébfe o metabolismo dos”hidrams
de carbono em certos Queldnios, indicarei as técnicas eos
métodos empregados, seguindofée‘a parte‘éxperimental e;fi

nalmente, a discussao dos resultados e conclusoes.

A hiperglicemia inicial produziaa pela in-
jec2o dos primeiros extratos pancredticos nao foi conveni
entemente ihterpretada, ou mesmo, passou despercebida du-
rante muito tempo. Coube a Murlin e colaboradores investl
gar, pela primeira vez, as propriedades biolégi&as dessa

fracao do extrato, e sugerir que se poderia tratar de ma-



%erialnﬁisiolOgicarente 9ti§6'béndﬁinbram~na “giuaagbﬁﬁ4'
quelsignifica "mohilizador de 911cose" (Flmbal e Nurlln E
1923%; Gibbs et-al.,192‘f Collens e Murlln, 1929);Estasdes
cobertas foram 1ogo oonflrmadas por Bﬁrger e ramer(l9283:
Mes, Q 1nteresse sGbre o glucagon permaneceu limitado por
algum tempo, em vista da nova fécnica'para extraggo de in
sulina (Abel et al., 1927) eliminar aquele fator hipergli
cemiante; Posteriormente, com o emprégo de novo nétodo pa
ra obtenoéb de insulina,(Soott;71§34), aue nao feﬁofiauﬁo
glucagon dos extratos, aquele efelto hlpergllcemlco ini;*
01a1 voltou a ser observado. Surglu entao renovado 1nta%£-
‘Se por &ste fator e seu estudo f01 1nlolado em varlos 1a;
boratdrios (Bouckaert e De Duve, 1947; Sutherland e De DE
ve, 1948;: Pincus, 1‘9>'50;»De"]‘3:uv-e,.' 195%: Monnike; 1955; Fod
et al.,?1957); Alguﬁs*aﬁféreé:préfefirém usar o térmo "fa
tor glioogeno1itico~hipérgiiéemianfe"»do péncreas (HGF)ém
vez de glucagon. | o
Em i953' Stéub Sinn e Behrens obtiveram

glucagon orlstallzado, ‘0 que veio permitir. a determlnagao
de suas propriedades flSlcaS e qU1m10as. Flnalment Bro-
mer e colaboradores (1957) caraoterlzaram—no como um pol;
peptfdio, com péso molecular 3485,'sendolcada moléqula _.
constituida de uma cadeia 1ihéar de 29 aminp-dcidos. E‘dé
se notar que o glucagon possue todos os’émino~écidos pre—
sentes na molécula de insulina, com exceczo da prolina, i
soleucina e cistina, e contem dois (metionina e friptofa—
no) que nio sao encontrados na 4nsulina;‘Este fatov e ou-
tras caracterlstlcas guimicas ellmlnam a DO“Slbllldade de

aque o 1ucagon possa ser um produto de deudobramento da



molécula de insulina,

Vdrios métodos biolégicos t8m sido propos-~
tos para o ensaio do glucagon extraido do pincreas ou_ppg
sente no plasma; S&éo éles; 1) medidé do efeito hiperglicgé
mico do glucagon injetado em gatos (Staub e Behrens,i954k
2) medida dc quentidade de glicose liberada de fatias de
figado "in vitro" (Sutherland e Rall, 1958: Vuylsteke et
al., 1950; Audy e Kerly, 1952; Tybesrgheim e Williams,lQBBk
3) medida da feativaé&o da fosforilase emsfatias,ou homo-
geneizados de figado (Berthét et al., 1957);-4)*iﬁuno:én;
saio bascado na capacidade de 1igaggo ao anti—Corpb' (ﬁh4
ger et al., 1961)., Embora os trés primeiros métodds ﬁ§O Q
fercgcam a precisf@o e especificidade desejadas, tém contri
buido para aumentar o‘gpnhecimento sbbre o glucagon;‘obﬂl
timo método oferece gréndes'promessés por ser éltamente'

'd -
especifico.

Admite-se que o glucagon tem origem no péﬁ
creas e & produzido pelas células alfa (Sutherland e De Du
ve, 1948; Kazal ét al;, 1950; Audy é Kerly,v1952).Esfa hi
pétese ganha geral aceitacao por estar baseada em numero-
S08 tfabalhos oxperimehtais. SZo suas provas mais recénmﬁz
1) inibicao de mitoses, desgranulacao é atrofia das célu-
las alfea, quando se administra glucagon ou exfratos destas
células (Korp e Le Compte, 1955:; Butturini et al;, 1956
Lazarus e Volk, 1958; Logothetopoulos et al.,1960; Carde-
za, 1960); e 2) localizaczo de glucagon dentro das células
alfa por mcio do método de anti-corpo fluorescente (Mos-
ca, 1959 e Baum cv al.,1962); Estudos ainda mais recentes

distinguenm dois tipos de células alfa: alfa 1 e alfa 2,



sendo gquc as primeiras tém fungao desconhecida, enguanto
as sesundas produzcm o glucagon (Hellerstrdm e Hellman, -

1962: Petersson e Hellman,‘l963);r

A aceitagzo dorglﬁcagon como,um’hdrménio
pancredtico estava na dependdncia da demonstragzo de sua
presenca ne corrente sanguinea. Utilizando técnicas de cix
culagﬁb cruzgade (Fod et al,, 1949) e ensaios "in vitro"
(Tybergheim e Williams, 1958 e Mekmen et al., 1960),havia‘
sido possivel determinar a presenca de material hipergli-
cemiante ou ativador da fosforilase no plasma. Més, ' a$
guantidades exatas n§o-haviam‘pOdido'Ser\determinadgs’péz
que o sangue contém outras substéhcia$ qﬁe'mascarém'bs;rg
sultados obtidos por meio de téénicaé'biolégiCasf Recéntg
mente, entretanto, Unger et’al.(1962)ie Unger eEisentraut
(1964), usando o méto&é“fédio~imunolégico, altémente espe
cifico e extremamente‘sensivel, conseguiram dosar o.glucg
gon no plasma do cao e do homcmy demonstrando ainda alté?

racoes de sua secregao, em funcao dos niveis glic&micos.

Os efeitos fisioldgicos do glucagon.séo vd
rios. Ele age sbhre o metaboiismo'doé hidratos de carbono,
das proteinas e dos lipidios, sbbre o donsumo de oxigénio,
pbrtanto sObre o metabolismo bédsico e, finalmente, slbre
os eletrdlitos e fungﬁo renal (Foi e Galansino,1962). Mui
tos déstes efeitos estao bem estabelecidos, mas muitos ou
tros ainda nao estdo bem claros. Citarei apcnas os resul-
tados de sua acgao sdbre o metabolismo dos hidratos de car

bono.

A elevacdo da glicemia ¢ um dos mais evi-

dentes efeitos do glucagon e jé4 foi observado na maioria



dos mamiferos, inclusive o homem (Bondy e Cardillo, 19563
Pincus e Rutman, 1958; Tybergheim, 1961); em aves | (Béeg
man, , 1957; Hazelwood e Lorenz,'1957; Mialhe, 1958) e em
répteis (Millér e Wurster, 1958; Marques c Bief Corréa, -
1959;:Houssay e Penhds,’1960; Millef; 1961); mas, nao foi
encontrada em Urodelos (Miller e Wurster, 1959; Wurster e

Miller, 1960).

Segundo Sutherlahd»e Rall (1660) e Finder
e Schoemaker (1962),40'g1ucagon eleva a gliCemia por ééti
mular a reétivagﬁo da fosforiiase inati#aldo'figadq,és$im
pfomovendo a glicogendélise hépética:‘{ o .

Desta forma,.a'hipefglicemié étménbr’éﬁaﬁ_
do as reServaskde glicogénio hepdtico s2o besixas, inapro-
veitdveis ou ausente§,_tais‘oomo ﬁo jejum prolongédo(Pig
cus e Rutman 1958), em doenéas~do figado (Ca?allero,l953;
Van Itallie e Benthley, 1955; Foé et al.,, 1957; Shoemaker
‘e Van Itellie, 1960), no diabete grave (Kirtley et al,,-
195%; Hubble, 1955; Pincus e Rutman, 1958), depois da a-
drenalectomia ou desmedulaéaovadrenal (Sarbione_et al;,h~
1960), ou ainda, em animais'com.hepétectomia total (Pin;“{
cus, 1950; Ingle et al., 1953; Drury et al., 1954).

Por outro lado, o efeito do glucagon & mai
or qﬁando.as reservas de glicogénio estgo_altas, teis co-
mo em ratos bem alimentados ou quando receberam repetidas
doses de glucagon (Behrens et al., 1956), ou ainda quando
a secrecdao de insulina ni3o é possivel, como 10 caéo de

cies pancreatoprivos (Fok et al., 1952).

Em ratos normais, a rcdugao do glicogénio
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’

hepdtico ¢ passa

eira, e 24 horas depoils estd mais alto

m
0q

(Costa et al., 1956; Fod et al., -1957; Okuno, 1960);Em :g
tos trétados por longo periodo com glucagon, o’élicogénio
do figado pode estar hormal ou aumentado (Galansino et a1,
1955;‘Okuno,v1960; Selter, 1960). Bste fendmeno conpensa-
tério resulta, provavelmente, de complexas reacgoes enddari

nas (Foi,et al., 1957).

Enquanto a acdo do glucagon sdbre o glico-
génio hepdtico, com a -conseguente liberacao de glicose,es
ta rézoévelmente bem éstabelecida, aé_observagSeé'de'lsﬁa,
agcao sbbre o glicogénio muséularjé°utilizag5o da glicosé
periférica sao discordentes., Provoca pequené aumeﬁtéiﬁo
glicogénio muscular (Costa ¢t al.;1956) e diminui 0 efei—
to da insulina sébrerouconsumo de glicose e sintese ‘dQ
glicogtnio, pelo diafragma isolado de ratov(R—Candéla et
2l., 19563 Snedecor et al., 1955). @ As provas mais Te-
-centes parecem indicar que o glucagup hgo tem agéo difg
ta sbbre a atividade’dakfosforilase, o teor de glicogénio
e o metabo}ismo da giicosé no misculo esquelético (Fbé, -
1964) mas, causa reducfo do glicogénio no misculo card{aé
co do rato (Cornblath‘ét al,, 1961). Alguns autores regig
traram que o glucagon em animeis eviscerados nfo médifica
a tolerdncia & glicose (Ingle et al., 1953) e nem a oxida
cdo (Drury et»al.,.1954), provoca porém redugéo do glicoF

génio em fatias de pele (Rajarame e De, 1955).

0 glucagon nao modifica o glicogénio do te
cido adiposo do rato (Engel e Scott, 1950; Pincus et al.-
1955), todavia estimula o consumo de glicose, a oxidacgao

(Hagen, 1961) e a producao de CO, pelo mesmo tecido (Lee
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et £1,, 1960).

Oupapel fisioiégico do glucagon ainda nao.
estd bem elucidade, mas Fod, émrsuafrgceﬁfe revisfo (1964)
sugere a secguinte hipéteée: “O-glucégon ¢ um hormdnio po-
tente, de ag¢lo rdpida, capaz de estimular a glicogendlise
hepdtica, e assim elevar a glicemia & custa de suas resegi
&as. Normalmente, 0 glucégon parece ser secretado em res-
posta & diminuicao da giicemia e acelcra aaglicogeﬁélise,
gsem produzir hipérglicemia,'Quando em excesso, Ele ‘ﬁode
causer hiperglicemia que, ao cdntrériﬁg estimula a iiﬁerg’
¢ao de insulina. Por outro iadog a insulina‘é_seqretadé“
em resposta & elevacao da glicemia e acelera a ufiiiZaQéd
dos hidratos de carbono, sem produzir hipoglicemia, Quan-
do em excesso, e1a7c§usa hipoglicemia gue estimula a}libg
ragao de glucagon, Néste sentido a seoregéé{de.insulina e
a de glucagon regulem a glicemia, e sgo.por<sua vez regu-
lados por ela. Aldm disso, o glucagon promove 2 neogliCo;
génese, aumentando o total de giicidios disponivel.
Portanto o gluéagon pode ser considerado como parte‘inteQ

grante do sistema regulador da glicemial,

O conhecimento sbbre o metabolismo dos hi-
dratcs de carbono nos Queldnios ¢ ainda 1imitado.'Qua1it§
tivemente, é semelharte ao metabolismo dos mamiferos supe
riores, mas, quantitaztivamente, é bastante diferénte, des

tacando~-se pela grande lentidao com quec se processa,

RevisCes sbdbre 8ste tema encontram-se mnas

publicacoes de Housssy (1959), de Gorbman e Bern (1962) e
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de Bern e Nandi (1964) em que tratam da flSlologia compa-
rada do péncrezs. Por sua vez, iriller (1961) reuniu as in
formacoes relativas ao motabollsmq dos hidratos de carbo-

no em antibios e em répteis.

Estudos sbbre a glicomia nos Queldnios re
velam algumas caractoristicas specicis, Chama logo a2 a~
tencao, a grande,variabilidade de seus niveis glicémicob

em condicoes norﬂgls. Prado (1946/ h9V1& observado esée

fendmeno em Ofldlos. A gllcemla medla de Chrysemys d%ﬂ%lg—

X' & de 76 mg 7(Lopes et al., 1954) IdentlcOS valoresfo

ram determinados em Phrvnops hllarll (Foglla et ql.,1955)

e em Chrysemys picta (Rapatz e Musacchia, 1957).lNiveis,

mais altos observam-se em outros répteis, como Lampropel-

tus cetulus (Rhaney, 1948), Alligator miésissipensiS(Cou;

son et al., 1950), Igurna iguana,(Hernahdczve Coulson, -

1951) e Anolis cerolirensis (Dessauer,/1952), e,mais bai-

xo0s em Xenodom merremii (Houssay e Biasotti, 1933) e Bo-

throps_jararaca (Prado, 1946) Segundo’Milier (1960), 'fa

glicemia dos réptel sendo mais alta do que a dos anflblos
(30 a 35 mg%h), pareceria 1nd10ar maior n609851dade de gll
cose por aquéles, uma VvEéz que as aves; que requerem gran—
de consumo deenergia (Pearson, 1955) possuem também gli-

cemia normal elevada (200 mg%) (Hazelwood e Lorenz, 1957).

A glicemia normal de Chrysemys apresenta
variacoes segundo 2 esiagcZo do ano. ¥ mais alta na prima-
vera e no verzo (112 mg%), época da reproducao, ceindo a

88 mg% no outono e no inverno (Lopes et al., 1954).

Sabe-se que a temperatura influi sdbre cer

tos processos metabdlicos nos animeis heterotérmicos, mas
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esta nao seria a causa primdrie da variecio estacional,
pois segundo Hernandez e Coulson (1952) a variacao perma-
nece, mesmo gquando oS anlmgls sao mantidos em temperatura

e exp081gao & 1uz constentos, durﬁnte toao o'ano. : i

0 elevado nivel glicémico, na époda»da‘:g
produc&o, poderia estar rclacionado com um aumento geral
do metabolismo e um a2umento da atividade da-hiﬁéfise; ti-
réidé e gﬁnadas. Este correlacao entre influénciz hormo-.
nal e estacaéo. do ano foi demonstrada em anflblos (Mlller

e Robbins 1954, 1955&; 1955b Smlth 1954)

Em geral, o8 Quelbnlos suportam bem longo
periodo de jejum, sem baixar apr901évelmente‘a'gllcemla;

Chrysemys picta, em JGJum de 6 a 8 semanas, roduz a gllce

mia de 76 para 49 mg%, quando mantlda 3 22°C de temperatu
ra. Quendo submetida & tempcrctura de 4° C a gllccmla pas-
sa de 76 para 68 mg#% (Rapatz e Musacchla, 1957). Nlller-
(1961) confirmou éstes resultados; Certamenfe, a temperaf .
tura tem influéncia sdbre certos pTOCeésoé metébélicos;'
mas nao se conhcce ainda qﬁe pohtbs sgovafetéaos, espeti-
ficemente. ‘k | | |
A curva de tolerdnciz 2 glicbse apreseﬁta
variscoes cstacionais nestes répteié. Na primavera,va ad-
ministracao de gllcose, 0,5 g/kg, via oral, em Chrysemys

d'orbignyi, provoca aumento da glicemia que atinge o mé-

ximo dentro de 9 horas, retornando aos niveis iniciais,dg
pois de 24 horas. No inverno, 2 glicemia atinge ¢ méximo
no mesmo tcmpo, mas requer A8 horas para ser normalizada

(Lopes et al., 1954)
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Sendo‘o:figado 0 principal regulador . da
glicemia, e o 6rg§o central do metabolismo dos glicididsfa
conhecimento de seu parel mulfo CODtIlbUlrlc para esclareA
cer 08 fenomonos metabdlicos doc Ouelonios. Poucos: traba—
lhos referem-se a €ssc tema nestesjanlmals; Noble e Mzcleod
(1923) trabalhando com figado isolédo nao observarém efei-
to da insuline sdbre-a liberacado de glicosc. Schilling
(1957) tambdém utilizendo técnica de berfuséo de figaab iso
1ado, demonstrou gue temperatufés beixés diminuem a giica—

genélise espontinea em Chrvsemys d'orb1gnv1.1Em outra. espé

cie, Phrvnops hllarll, Con001ggo (1959) cncontrou 1n1b1gao_
da gllcogcnollse adrenallnlca por acao de sulfonamlda hlpoh

glicemiante.

A regulacso hormonal do metaﬁolismO‘glici
dico nos Queldnios vem.ééndo cstudada em alguns de seus ag
petos, especialmente no que se réfere'éo papel do péncfeas
e da hipéfisé. Praticemente nada se oonhece sbbre as fun-
éSes da ﬁiréide, adrenais e gﬁnadas;

A pancreatéctomia'tbtal em alguns Ouelo-
niosuterrestres, provoca intcensa dlabete (Aldehoff 1891
Nish; 1910); Mais recentemente, Foglia et al._(1955) ampl;
aram as observagaes sbbre os efeitos da extirpacao :fotgl

do p&ncreas, utilizando em seus experimentos as espécies

de dgua doce, Chrysemys d'orbignyi e‘Phrynops hilarii; Rﬁ—
pida e‘intensa hiperglicemia segue-se & péncreatéctomia, a
gqual nunca retorna espontincamente éos niveis normais. 0
glicogénio hepético, muscular e cardiaco permanece alto. %
hipofisectomia prévia diminui os efeitos da extirpagéo' do

pAncreas.
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Em Phrynops hilafii, a reducao da massa

pﬂncfeéticq produz hlpergllcemla transltérlu, sendo 0 Héf
felto dlabctlco mais intenso nos machos (Larques, 1955 )
0 examne histolégico da porgao'do péncreas restante revela
lesOecs nas células beta, enguanto persiste auhiperglice—l
mia, maé ao ser restabelecido o nivel glic8mico, também
essas células recuperam sua eétrutura normal (Cardeza,
1957z). | ‘ ~

A administragéo-@e;aloxano«a certos Qué-
16nios produz‘alteragaes na glicemia que seguemn trés eSté
g105° hlpcrvllcemla inicialg hlpogllcemla dep01s de 2 a 5
dias, podendo durar até 48 dias, quando entao*a gllcemla
voltz 20 normals; e hlpprullcemla permanente apbnas em.al—
guns (Houssay,.1959)f Nos enimeis que flcam hlpergllcem1~
cos aparccem lesoes tlpicas das_células'beta (Garcia Ra—

mos, 1944;: Lopes, 1955; Cardeza, 19575).

Os répteis sao em geral bastante resis-—
tentes & acdo da insulina, apresentando uma fase inicial
de hiperglicemia cuja duraczo varia com a dose e com a €g

pécie: Em Hydraspis hilarii, a 1ngegoo de grandes doses

de insuline eleva a glicemia nas prlmelras 5 horas (Hous—

say et 21., 1923), Em Gruphtemvs geographlcus, a hlpogll—:

cemia aparece dep01s de 24 horas e perdura por 60 a Q6 ho

ras, (Mann et al., 1924),V0hrysemys d‘orbignyi responde a
menores doses de insulina, possivelmente pér.ter sido usa
da d1nsulina bom maior grau de purificaczo. Uma ou 2 unida
des déste hormbnio por quilo deipésd corporal produzem hi
pergiicemia nas primeiras 3 horas,\céindo a2 glicemiz a ni

3

veis muito baixos em 24 horas. Em alguns animais a glice-
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mia chega a zero, scm Qnﬁretanto aparecer qualquer sinto-
ma zaparente ‘de hipoglicemia; Apds 96 horaslfa glibemia ég—
té'nbrmalizadab(Lopes et ali, 1954);/Em outra espécié jde
?seudem Sy Miller ¢ Tai (Miller, 1961) observaram qﬁéhlaé
dosesupéquenas provoéam apcnas hipoglioemia, enquaﬁ%@ que

as altas, determinam uma fase hiperglicémica inicial.

Segundo Coulson e Hernandez (1953) e,
Miller e Wurster (1958), a resisténcia 2} insulina moétréév
da pelos réptéis, se deveria 2 réqusté déstes animais o
fator glioogenolitico_h@perglicéﬁ?ahje"pfesente;nas préf
paracoes comerciais de:insulina:-Nb éﬁtrétanto; obseivé;'.
coes recentes de Miller e Tai (Miller,.19él); demdnstré;ﬁ
ram quc preparacoes livrcs de‘glucagop‘ainda provocam hi-
perglicemia, quando administradaaﬁem_gfandes doses.

Ao‘cénfrério do’qﬁé foi viét0~sébre o
efeito da insulina,,as poucas obser&agSés.existontes ;séf
bre o efeito do glucagon indicam maior'sénsibilidadéza ég

te: Em Chrysemys d'orbignyi o glucagon (1 mg/kg) eleva a

glicemia intcnsamente’perdurando &stc efeito por 72 horas
(Marques e Riet Corr€a, 1959). Comimenor‘dose {10 ug/kg)»’

‘Miller (1961) zinda obteve resposta hiperglicémica em Chry-

semys picta.

Até o presente, nao hd referéncia sbbre
cxtracdo. e dosagem de glucagon em paAncroas de Quelénios;
nem em outros répteis. O seu tcor, no entrctanto, j4 foi
deférminado em muitos mamiferos (Sutherland e De Dﬁve, -
1948; Kasal et al;, 1950; Audy e Kerly, 1952), em algumas
aves (Weitzel et al., 1956; Vuylsteke e De Duve, 1953) e

2m certos peixes (Lluch Trull e Planas Mestres, 1956 e Falk



17

mer, 1961).

0 contelddo em insulina pancredtica  foi
determinado em Chrgsemgs,sendo-encoﬁtfado'em média~1;31u-
nidades de insulina po¥ gramo'de-teéido”(Kraemer‘errquegA
dados nao publicados). Bste valor & inferior aos obtidos

por Prado e Prado (1946) no pAncrecas de Bothrops jararaca

(3,4 2 4,8 U/g), mas & superior aos de certas aves ( 0,53
a 0,76 U/g) (Haist, 1944).

A influéncia‘da'hivéfise sbbre o metabo
lismo dos hidratos de carbono em.Ouelonlos foi ev1den01a—~
da através de alguns experlmentos. Foglla et al., (1955)

demonstraram que em Chrysemys d'orbignyi e‘PhrVnops h11a+~

rii, a hlpoflsectomla 1mpede a hlpergllcemla conseqﬂente
& extirpacao do pgncroas. Ainda em.Cthsemzs, a hlpoflsec
tomia diminui a glicemia normal, a curva de toleran01u %
glicose, a hiperglicemia adronallnlce ¢ aumente = sen81bi“
lidade & insulina (Lopes et a1.91954), mas, nao modlflca
o efeito da injegao»contlnua du~glloose’(Lett1, 1958)
Wagner (1955) verificou nesta‘espécie,fdimlnulgao do gl;—
cogénio hepdtico, muscular.e~cardiaoo; éﬁés a hipofisécﬁgv
mia,

Dos hormdnios hipofisdrios, apenas a so
matotrofina foi utilizada em experimentos; Marques(19555)

observou acentuado aumento da glicemiz em Phrynops hilarii

tratadas comsomptotroflnae Bsta: hlpcrgllcemla f01, no en
tretanto, transitdria. Cardeza (1957t) assinalou 1esoes

celulares nos ahimeis gue apresentavam hiperglicemia ao
sefem sacrificados e desapareciﬁento dessas lesbes quaﬁdo

a glicemia estava normel.
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A fnlta de conhecimento do papel das glén
dulas adrenais sdbre o mctabolismo glicidico em Chrysemys,
bém como em oufros.répteis, deve;se faivez é sua‘disposi¥ 
¢go enatdémica, Flas estao intimamenteradefidés‘és paredés
da veia cava inferior, Sendo, assim,Aextromamente diffcil

Su& Temocgao.

Por outro lado, algumes publicagoces tra-
tam dos efeitos da administracao. de hormdnios corticais ou

medulares. A hidrocortisona, .mas n&o a cortisona, provoca

aumento‘da glicemia em Chrysemys,d‘orbignyi (Rodriguéz*3ét
al., 1956). Um novo corticdide sihtéfibd,'Tri&micinoléné;

administrado durante 30 dias produz iﬁtensa hiperglicémia,
acompanhada dé 1es5e§ das células'befa (Rodriguez e Mar_
ques, no prelo); A agéb hipergliceﬁiante da.epihefrina ' é

bastantc acentuada em Chrysemys d'orbignyi (Lopes et al,,

1954) e Phrynops hilarii (Marques e Riet Corréa, 1959) e

seu efeito se¢ prolonga por vérios dias, em ambas as espécl
es.

Até o presente, nfo encontrei trabalho
experimental sbébre o papel da'tirdidé‘no metabolismo\; de
Chrysemys., Possivelmente isto se deve 2 dificuldade dé con
seguir sobrevivéncia déstes animeis, quando sofrem.extiipg

cao da gléndula.

Quanto 2 relacao das gdnadas com o meta-
bolismo dos Queldnios. cabe citar a observagﬁo de ;Waghér
(dados nao publicados). gue encontrou niveis glicémicos me
is altos nos machos do género Chrysemys, e Marques (1955a%

que em Phrynops hilarii com péncreas reduzido, observou
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meior incidéncia e maior gravidade de diabetc nos machos,,

Sabe-se que o sistema nervoses também ins

flui sdbre o metabolismd dos glicidios, mas em Chrysemys

ngo hd referéncia 2 e¢sta influiéncia..

Como: acima foi citado, o glucagon‘aumen—r
ta 2 glicemia por estimular a/glicogenéliée hepética,fse;t‘
do &ste efeité proporcibnal éé résefvés;de élibogéniﬁ;,da-.
quele drg2o., Por outro lado, sabe}sé’que O“tgor devglicogé
nio hepdtico de¢ certos repteis apresénta‘diferénfes Vaio;
res conforme = édpoca do ano (Hernandez e Coulson, 1952‘ e
Dessauer, 1953). Logo, sceria de sec admitir que a Chrzsemzs
aprescntec tzmbém esta variacgao no teor dc glicogénio hepd-
tico, ¢ que, conseqlleantemente, os efeitos do glucagon nes-
fe animal sofram influénecia estacional,

Assim, tendo em vista acuelas caracterfs
ticas, julguei conveniente, pa e verificar esta possivel
influéncia, determinar a glicemia e o giiCogénio hepdtico

de Chrysemys d'drbignyi injetados comvgluqagon,,efetuéndo‘

experimentos em dois periodos distintos do ano, isto &, no
inverno e no verao.

Trabalhando em uma zona em quc estas du-
as épocas s2o bem distintas, foi-me possivel realizar as
experiénecias em cada ume dclas parza obscrvar, cm tais con-

<«

d¢icoes, o comportamento de Chrysemys d'orbignyi:

Ainda, partindo da sugestfo de Foa (1964)

e que o glucagon em excesso provoca hiperglicemia, a qual
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estimula a liberacao de inswlina, procurei constatar
&ste aumento de secrecio, determinando a atividade in
sulfnica do plasma e o iteor de insulina do phAncreas

de Chrysemys tratadas com glucegon.
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11
MATERIAL E METODOS

Utilizarem-se Chrysemys d'orbignyi, fé-

meas, tddas adultas, a julgar pelo desenvolvimento das g8
~nadas, e, pesando em média 1.200 g (800 a 2,400 g, A es-
colha do\sexo foi motivada pela méior fadilidaéé‘na aqﬁi;
sicgo das fémeas. |

Os animais provieram do rio Gua{ba e ég
‘asrilhas sendo mantidos no biofério dauFaculdadeyde Medi;
cina da Universidade do Rio Grande do Sul, equﬁrto,Aie—
gre, onde permaneceram em tangues especiais com dgua cor-
rente, ao ar livre. Nesta regifio, o clima apresenta dife-
rengaé bem marcadas segundo as estagoes do ano. Desta for
ma, Os animais estiveram submetidos a tempefatﬁras muito
‘varidveis. Os valores extremos de temperatura em Pﬁrtd(A—
legre durante a realigzacao d&ste trabalho forém de %,% a
28,4OC, no inverno, e de 10,6 a %9,1°C no verfo.

A‘alimentagéo‘conétoﬁvde'peixes frescos

"ad libitum" pelos quais mostraram grande apetite, o que

parece indicar que se tratava de -um alimento habitual,

0 plano experiméntal abrangeu dois ti-
pos de experimento:

A) Experimento prolongado

A primeira parte déste experimento,
desenvolvida durante o verdo (fevereiro e margco), consti-
tuiu~se de 3 grupos de animais: 12) animais tratados, diz

riamente, com.glﬁcagon (IOOKug/kg)"em'injegﬁo sub-cuténes;
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» 22) outros, igualmente tratados com glucagon, mas com dose
de BOﬁug/kg; ¢ 32) animais iﬁje%ados apenas com’solugﬁo £i
siolégicéT(NaCl Q,7%). Os‘doié primeiros grupos compunham-
se de 7 Chrysemys e o ultimo de'@. Durante o desenvolvimeg
to de experiéncia morreu uma de cada grupo gue recebeu glu
cagon.,

Conforme rccomendacao degLillf;Researéh
Laboratories, o glucagon* foi dissolvido em dguz -alcalini-
zada com NaOH (0,1 N) e o pi ajustadq‘ a 8,5 - 9. Desta so-
lucdo, cdnserﬁada no refrigérador,;retirou—se, diéfiaménte,
uma aliquota, diluindo-a em solugﬁbrfisiolégica afimudéAog
ter 100 e 50 jug de glucagon por ml, com o quevse'injétéram
as Chrysemys, sempre pela mahhé. O'pH_destas solugGes peré‘
maneceu em t8rno de 7.

Determinaram~seréé glicemiasrpelé método
de Somogyi—Nelson (Somogyi,v1952) ﬁo iniéio‘do4tratamentd
e a seguir com intervaloS'de'lo diés, NOS'animaié do pri-
meiro grupo, avaliou-se também a atividade insulinica do
plasma em amostras de sangue colhidas no 252 dia de trata-

mcnto.

Ao final da experiénoia; que teve a dura
gﬁovde 30 dias, os animails foram saorificados por decapita
cao. Apds, abriu-se o plastrido com o auxilio de uma serra
elétfioa circular, sendo retirados o péncreas (inteiro) ra
ra éxtragﬁo de insulina e amostras de figado e misculo, pa

ra dosagens de glicogénio.

*¥ The Lilly Research ILaboratories, Eli Lilly Co. em lotes
de n? 258-234 B-43 e 258-234 B~161-1.
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Durante a experiéncia, as Chrvsemzs per-
maneceram nos tangues ao ar 11vre, sendo levadas para 0 1a'

boratdrio sbmente para a coleta de sanguee

No inverno (fins de junho e jﬁlho) repé
tiu-se a experiéncia, apenés com dois grupos: o primeiro,
formado de 14 animais, injetados diériamente com glucagon,
(IQO:pg/kg) via'sub~cuténea; o segundo, composto de 10 ahi
mais testemunhas injetados apenas com,solugéo fisiolégiéa.
Retlraram se amostras de sangue antes e durante o tratamen
to, com 1ntervalos de 10 dias. % |

Lo fim de 30 dias; 6 das ,Chyzsemz‘s"x“q\ue
receberam glucagon e 6 dasvtestemunhas, foram sacrifidadas
para determinacoes do glicogénio hepéfico evmuscﬁlaf e ei~
tracao de 1nsu11na pancreétlca. As restantes permaneceram
sem tratamento por mais 30 dias, conblnuando a determlnagao
da glicemia nos mesmos 1ntervaloso‘F1nd0'este prazo, foram
também‘sacrifigadas, colhendo%se méterial para glicogénio
hepdtico e muscular;~Coﬁo restassem'apenas 4 animais do pri
meiro grupo e 3 do sééundo; (as_oufras haviam morrido) tdz
nou-se técnicamente desaéonselhévei avéxtfaggo de insulina

do péncreas.

B) Experimento agudo

Também néste tipo de experiéncia, 0
trabalho compreende observacoes feitas no ver@o e no inver
no, - |

Durante as primeiras, realizadas em feve
reiro e marg¢o, as Chrysemys foram injetadas uma dniéa vez
com glucagon (100‘ug/kg) por via sub—cﬁténea. Colheramfée

amostras de sengue antes da injecao, e depois de 3, 6, 24,
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48, 72 e 96 horas, para determinacgio da glicemia e da ati-
. : {

vidade insulinica do plasma. Para obtencao do plasma, 0"

sangue foi'heparinizado'e imediatamente cehtrifugado a

1,500 r.p.m., durante 15 minutos.

Como a técnica para determinaééo da ati-
vidade insulinica reguer 1 ml de plasma, no caso particu-
lar da Chrysemys, e, como as dosagens foram sempre feifas
em duplicado, nao foi possivel utilizar o mesmo animéllma—
is de uma vé&z, pois a retirada'dpisangue em excesso, pode—
ria alterar os resultados pbsteriores; Assim, formaram;se
vérios grupos-de Chrysemys, de acéfdo‘com o) intervalb   de
retirada dé sangue apls a injggﬁo do glucagoné ZGfo hofa
ou inicial (10 animais), 3 horas (5), 6 h (6), 24 h (7),
48 h (8), 72 h (7) e 96 h (6). Servifam como testeﬁUnhaS
Chrysemys injetadas com soluggd fisiolégica; Enquénto ber-
durbu o experimento, os animais-permanécéram 3 temperatura
ambiénte (em média 2500),sem-rebeber'élimento;

Durante b inverno (julho, ﬁemperaturé mé
dia 1506) repetiu~se é éxperiénoia, bbservaﬁdo—se apenas o
efeito do glucagon sébre a glicemia; Seis Chrysemys recebg
ram uma Unica injecgo de glucaéon (100zug/kg) via sﬁb;cuté
~ nea, retirando-se sangue as gero, 6, 24 e 72 horas, e, aos
6, 9, 12 e 18 dias;‘Outras'seis foram tratédas com solugao
fisioldgica e observadas durante 0 mesmo ‘tempo. Duas das
Chrysemys fratadas com.gluoégon e uma das testemunhas mor-

reram quase ao final do experimento..

A maioria dos métodos descritos a seguir
foram empregados em experimento prolongado, outros, COmMO O

da determinaczo da glicemia e o da medides da atividade in-
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sulinica do plasma, forazm.utilizados em ambos tipos de ex-
periénciz e, o método de extracao e dosagem de epinefrina

no plasme, apenas em experimento agudo.

1. - Determinacio da glicemia, - - -

As amostfas de sangue para determinacao
da glicemia foram retiradas apds jejum de 24 horas e colhi
das da jugular externa; Para isto, tOrnou»se‘necessérid‘
conter as Chrysemys em uma caixa espe01a1 que fixava Cabe
éa do animal, pooendo se entao dlssecar a Vela com fac111—
dade.vApés a coleta de sangue, a veia'foi'ligada e a -pele
suturada; | | |

Utilizou-se o método do Somégyi;Nelsoﬁ
(Somogyi, 1952) para a»doségem.da glicose séﬁguiﬁea; Esta
técnica, resumidamenfe@»consiste no’séguihte: em 3 ml - de
dgua destiladavcoloéam—se 0,2 miiderséngue; DesproteiniZa—
se, acrescentando O o4 ml de sulfato de cobre e O o4 ml "de
~tungstato de sédlo. 0 pre01p1bado, suparado por ccntrlfuga
gao, além das prot inas, também,inclul sacar01des. Retlra—
se 1 ml do sobrenadante, tratandofofa quente (15 minutos)
com O reatiVo;dQFSomogyi (reagenteicﬁpribo a1Cé1ino), pro—
duzindo- se éxido cCuproso como produto de redugeo pela gli~
cose, em guantidades proporcionais a esta. 0 material re—-
sultante é tratado com o- reativo espécial dé dcido arseno-
tungstico (reativo de Nelson), e convenientemente diiuido.
A intensidade de coloraégo é medida no. fotocolorimetro
Klett-Summerson, com filtro de‘540 @u_(n9v54) e oé valores
de absorvéncia obtidos sEo‘oomparadosvcom os de solugaes
pnadrao de glicose; submetidas &s mesmas operégSes.-Oé re-

sultados s8o expressos em mg de glicose por 100 ml de san

Jue.
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Entre os métodos para dosagem da glicose
sanguinea,hfaseados na reducao de:metais, 0 que maior espéci
‘ficidade apresenfa ¢ o de Somogyj%ielson; pois as solugges‘
desprotéinizantesvpreéipitam téﬁbém-OS sacarSides.‘Face " as
proposigSes experimentais do presente trabalho, o cmprego do
Somogyi-Nelson ¢é perfeitamente satisfatério, cmbora existam

métodos ainda meis especificos, baseados em reacao enzimdti

ca

?. — Dosagem do glicogénio hepédtico e muscular

0 material paréjdqsagem do glicogéﬁio fbi
retirado das Chrysemys apds jejum_de 24:horas;,As,émQStfas
de figado, colhidas sempre do mesmo 1ébulo hepéfico; péséram
em média 250 mg;}Paré'a dosagém do giioogénio mﬁscular’réti-
raram-se fragmentos'déimaSSa muscular extensora do memBrOjgg
terior, pesando céreca dé 500 mg; B S

* Mediu-se-o glicogénio nos tecidos’pelo ﬁé—:
todo de Montgomery (1957), que'déidiréfamente a_cbﬁcéﬁtraééo’
de glicOgénib; S : o |
_ Esta técnica recomenda o seguinte procedi-
mentoé Pesado o tecido, é riapidamente colocado em 3 ml de‘h;,
dréxido de potdssio a 30%, em banho-maria fervente, durante
30 minutos; Adiciona-se 0,1 ml de sulfato de sdédio a 2%, e
precipita-se com 6 ml de £lcool etilico 96O G;L. Deixa—se em
repouso durente 2 horas en refrigerador; Céntrifugafse e la-
va-se o precipitado com élcool; Finalmenfe, dilui-se o preci
pitado em 10 ml de dgua destilada; Desta solucgao retira—sg
‘uma aliguota (1 ml) & quai‘se acrescentam 0,1 ml de fenol a

80% e 5 ml de 4cido sulfdrico concentrado, Agita-se o tubo e

aguardam-se 30 minutos & temperatura ambiente., A seguir faz--
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se a leitura da extlngao no- fotocolorlmetro Klett Summer-
son utilizando filtro de 490 %ﬂ (n° 52). Estes v91oresv;
SuO convertldos em,conccntragao de g71cogen10 pclﬁ compa~-
TAca0 COm OS resultados da curva padrao{ Na*preparaéao

desta utilizaram-se concentracoes conhccidas de glicogé-

nio puro (Pfanstiehl).

0 método fenol-sulfirico para dosageﬁ de
glicogénio em tccidos apresenta como vantagens a simﬁliéi
dade, flexibilidade e reprodutibilidade. Substéncias\ que
'poderiam ihterf erir nos resultadou,rcomo aldeldos,'cetb;
nas e ceto- éoldos, estao em balxa conoentragao em multos
tecidos, partloulqrmente, dep01s de sofrerem a agqo do h1
drdxido de potdssio a quente, e sao.tambem removidos fcom

a precipitagﬁo do glioogéniOrcom éloool.’Proteinas e ami-
no-4cidos nio interferem nesta téenica colorimétrica. A-
1ém disso, é um motodo répldo, que usa reagentes estévels,

e a coloragao’obtida.tambem e‘estavel durante horas.

Os resultados foram expreéssos em gramos

de glicoglnio por 100 g de tecido (g%).

3, — Bxtracao da insulina pancredtica’

Para extrair a insulina do pédncreas utili
zou~-se o método de Fisher e Scott (1934). Retirados imedia
tamente apds 2 abertura do plastrZo, os pincreas foram
limpos, pecsados e guardados em congeladér a ~BOOC; onde
permancceram congelados été o momento da extragao da insu
lina. Como o pé&ncreas da Chrﬁsemxs pesa relativamente pou
co, reuriram-se 2 ou 3 plncreas para cada extrégﬁo. Esta
técnica, em resumo, compreende as seguintes etapas: corta

se todo o pdncreas em diminutas porgoes, colocando-as em
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sahero ékmolibﬂbéﬂ @OO]B BBYAOJmerﬂume de 4ml. pn'grama de
tecido. Dep01s de um repouso de 2 horas, o extrato é fll—
trado em gaze. Repete-se Este- procedlmento mﬂls uma véz,
Neutraliza-se o 11qu1do de - extrecao com‘hldrOX1do de amo—k
nlo; levando-o até pH 8; Retira-se dai uma allquota, que
se éoloca no frasco da centrifuga, aCreécenténdo éter | e
dlcool abSoluto em proporéSes de acérdo,éom a’tabela de
extraggo;.Depois de passar-a noite no.refrigerador a 400
Centrlfuga se a 2, OOO r P m,,»durante 30 mlnutos. Despre—i
“zando o sobrenQdante, dlssolve se 0 preolplt do em. 10 ml
de uma Soluggo que. Contému 32 ml de HCl O 1 N 8 4 g de

NaCls; 1 m] de m—cresol H,O destllada q S po‘a 1 OOO_ml.,

2
Esta solucéo, conservuda em refrlgerador (4 c) é posteri-
ormente dosads em sua~concentragao de insulina, pelo méto

do da convulsZo em camundongos.

4, ~ Dosagem dc insulina pancredtica
Para a determinacao da guentidade de insu
lina contida nos extratos dc pincreas aplicou-se o método

da convulsfo em Camundohgos; desgrita pbr'Wrenshé11(1951).

Empregam—ée para cada teste; 72 camundon—k
gos fémeas. com pésos entre 18 e 22 ou 22 e 26 g, estando
éles em jejum de 3 horas € mela? Durante o tcste os anima
is sao colooadoskem caixas’especiais, pafcialmente imer-

‘ ‘ 0
sas em dgua, onde a tcmperatura se mantém ao redor de 37 C.

Os cemundongos, divididos em 6 g}upos de
12 animais, recebem a injec2o por via sub-cutfinea de 0,2
ml de solucac contendo insulina. Dois désteé grupos Sao
injctados com solucoes padrao, isto é, com 0;1 e 0,05 Uni

dades de insulina por ml. Para a preparacao destas solu-
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coes utilizou-cse insulina‘cristalizada Liily.‘OS deitis
grupos recebem a injecao de solugoec'cura concentragao de
insuline ¢ desconhe01da (eytrutos de pancreas) 'Determlna—
_sé a concentracao destas solugoes compar ndo so.o numero |
de COHVUlSObS observado nos grupos testemunhus (1ngetados
com solugCes padrao) com o nudmero verificado nos grupos
gue receberam as solugGes desconhecidas. Considera-ée tég
minado o teste ao entrarem em:convuisﬁo 50%‘dbs camundgn—
'gos.v | g

=

Neste método Wrenshall Verlflcouvque com
9 ou 10 ensaios com a soluéao desconhe01da o gréu de con—
flanga~é suficiente para a interpretacao dos'resultados,
Efetuou-se assim‘ésse.nﬁmerorae ensaiosiparé’céda amostra.
A média dos valores obtidos ¢ multipiiéada pelb‘vq1Umé~‘a
que foi levado o extrato sendo 3ste produtordiVidido pelé'
volume da aligquota tomada para obtengpo do pre01p1tqdop
Tal guociente & flnalmente multlpllcado pelo volume da d1
’1u19°o do pr601p1tado. Este valor represcnta 0 totql de u
nidades de insulina existente na_maSsa pancreética utili-
zada em cada extracao, o qﬁal, divididbipélo péso'do técir
do, expressaka quaptidadé de insulina/por gﬁﬁm de pén-

creas (U/g). O resultado pode scr também expresso em U/kg,

isto é, unidades de insulina por quilo de péso corporal,

5. - Determinacao da atividade insulinica do plasma

Empregou-se o método manométrico, descri-
to por Ball, Martin e Cooper (1959), baseado no desprendi

mento de CO, pela gordura do epididimo de rato, "in vitro,

+

Os ratos Wistar utilizados pesaram entre

120 e 150’g. Depois dc um jejum deiS%horas, conformeiindi,
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cagfo de Mergues et al, (1963), os ratos fbram sacrifica
dos por decapitacado e de imediato foi retirada a gordura
dq epididimo; Esta;»dividida eﬁ_4 poréBes, pesando cada
uma cérce de 50 mé; foi’diéffibUida néé‘ffésnos do-aparg-‘
‘1lho de Warburg, oue‘contiﬁhqw cbmormeio de incubaééo'iﬂﬂ
de Krebs—Hensele1t blccrbongtado (Xrebs-Henseleit, 1932)
com 200 mg de glicose e 200 mg de gelat1na por 100 ml., O
pH desta solugao foi de 7,4;»1\70 b'rrac;:or 1é_te'ra1 do frasco
de Warburg coloéoufsé‘l ml de plasma de ChiVsemvsg
| Aflm,de tornar os'r;suitados compdrév

e eliminar a variacao 1nd1v1dual do rato, 3 ou 4 amos—fﬁ
tras de pl?smu de dlfcrcntes FthSpmls foram ensalados
na gordura dc um mesmo anlmal ~bm resumo, dlStflbUlrum—
se guatro porcoes do técido adlposo de umn dado rato em 4
frascos. No primeiro, acresccntou se plaoma de Chrlsemzs,
nzo injetada; no segundo, plasma de Chrvcemvs 1n3etada ‘
, prbv1ampnte com glucagon (3 horas antes): no tercelro,“
plasma de Qutra Chrgsemzs tambem 1njetada porém'6.hora§
antes; c, finalmeﬁte, #o Quarto.fraéco deixou-se apenas
0 liquido de ihcubag?o (2 ml)‘ Sevulu—se este crltérlo
também para as amostras de plesma colhldas 24, 48, T2 e
96 horas apés a injegao de glucagon. Cada amostra de
plasma foi ensaiada em.Z.ratos, assim oé resultados re-
presentam 'a média de dois dados;

| Os frascos contendo b 1{quido de incuba-
éﬁo, o plasma ¢ 2 poréﬁo de tecido adiposc eramlcbloéa-
dos no aparelho de Warburg, gque realiza 120 Qscilaé6es
por minuto & temperatura constante de 3700;'Introduzia;

se nos frascos uma mistura de 95% de 0, e 5% de CO, e



apds 10 minutos, iniciavem-sec as leituras nos mandmetros.
Depois de 15 minutos, procedia-se & misturz do plasma com
a gordure, continuzndo a incubacido por mais 2 horas. Ao fi

nal, pesava-se a gordura, em balanca de tors2o, com preci

sao de 0,1 mg,

A producao de €O, pelo tceido adiposo
"in vitro" ¢ dcterminada pelo aumenfd de pressao %erifiéa—
do atrsvés das leiturss nos mandmetros. Da multiplﬁcagéo do
wvalor do aumento (diferenga cntre leitura final e‘iniciaij
pela constante do sistema ffascoémanémétro,.resulta 0 voiﬁ
me total em ul de COé'produZido‘dufante?a"incubaggocom  d
ﬁlasma, o0 gqueal dividido pelo pésbido fecido em gramos- ¢ pe
lo tempo de incubag%o em.horas;'exprime a guantidade de 002

produzida por gramo e por hora ( ml de COZ/g/h).

Determinou-se, fambém, a producao de co,
em resposta a gquantidades conhecidas de insulina, Usou-se
para isto insulina cristalizada Lilly, dissolvida em solu
ggo apropriada ( pag. 28); Momentos antes de ser usada;
tomou-se certa quantidade daguela solugzo e diluiu—se em
Krebs-Henseleit-bicarbonatado, de forma a dar as concentra

¢oes Tinais de 10 e de 100 uU/ml.

Em experimenfo complementar, incubou-se
plasma ée Chrysemys com cistefna (0,02 M), Y 3700, durante
18 horas, segundo indicaczo de Wallance-Owen e Hurlock
(1954). Como se sabe, a cistefna inativa a insulina por re
duéﬁo dus pontes dissulfeto;

0 método "in vitro" da gordura do epidi—
dimo do rato, para a medida da =atividade insulinica do plas

ma, nao é especifico, muito embora o tecido adiposo apresen
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te grande sensibilidade a &ste horménio; Outras substénci
as tombém t8Bm acho sObre o metabolismo da gordura, poden—
do provocar cumento na produggo de 002. Por esta razéo;os
resultados obtidos por &éste método sBo0 considerados como

de semelhente & insulina (insulin-like activityl

J

o

ativide

)

e

A

&

Fd
o

ra maior facilidade de expressio, entrctento, costuma-
se empreger o térmo reduzido "atividade insulinica", para

indicar aquéle efeito.

" Considcranod-se o incoveniente da “nae
especificidade déste método, uma outra éérie de experimen
tos foil realizadzs com o objetivo de»demohstrar‘a préséﬁgé
de outras substdncias no plasma da Chrysemys, Capazes_ de
influir nos resultados obtidos anteriormente. Estudou-se,
assinm, a acdo do gluecagon, da epinefrina e da maior con-
centracao de glicose, éébre 2 producgao de CO2 pelo tecido
adiposo "in vitro'., Seguiu-se a técnicavacima descrita,eg
pregando-~se as seguintes concentracoes: 2 ou 5¢ug/ml;, de
glucagon, 13ug/ml de epincfrina* é 250 mg/100 ml de glico
se. |

’

6. — Bxtracfo ¢ dosagem de epinefrina no plasma

Aplicou-se a técnica de von Euler e Li-
shajko (1959) para extragEo das catecolaminas do plasma.
Consiste o método no seguinte: cérce de 12 ml de- sangue
s20 retirados com seringe heparinizada, Apés imediata cen
trifugacao, o plasma ¢ transferido para um copo de Beaker

20 qual se acrescenta igual volume de acetato de sddio

* Utilizou-se bitartrato de L-epinefrina (Mann Research
Laeboratories). ' “



33

0,2 N, Leva-se a pH 8,3 com hidrdxido de sddio 0,1 N, ﬁe—
dindo em potencidmetro Beckman, A seguir, passa-sc eﬁ co~-
luna de alumina (Alzoa)p numa velocidade de 1-2 ml por mi
nuto. lova-se & coluna com 10 ml de fgua destilada,na méé
ma velocidede. Fazem-se passar pela colune 10 mi de aceta

to de sbédio, e logo elui-se com 6 ml de dcido acético 0,25

N.

A dosagem das catecolamihas no eluido
fol efetuada segundo é método fluorimétrico de Cohen e
Goldénberg (1957). Bm 2 ml de eluato acético, ajustado 2
PH 6,5 (potencibmetro), acrescentam-se 0,5 ml de fosfato
disddico 0,8 M e 0,9 mi de hidrdxido de sddio O?lvN; Agi—
tados os tubos, completa-se 8 ml com dgua destilada. Oxi-
dem-se as amostras, pela adicao de 10 a 20 mg de didxido
de manganés, formando-se adrenocrdmo e nor-adrenocrdmo,
Agitados os tubos por repetida inversao, durante 1 minutq
centrifuga-se a 2;500 r;p;mo durante 3 minutos; Divide-ée
0 sobrenadante 1impido em duas partes iguais; A ume delas,
acrescentam~se 0,5 ml de mistura asccérbica-alcalina para
formagao das respectivas lutinas fluorescentes; A outra-
parte, adicionam-se 0.5 ml de hidréxido de sédio 5 N para

usar como branco,

Para z medida da fluorescéncia usou-se
o fluordmetro Parrand modélo A (Farrand Optical Co. Inc.
New York). com duas séries combinadas de filtros que per-
nitem e determinaczo simulténea de epinefrina e nor-epine
frina. A primcira série (A) consiste em um filtro primé-
fio Farrand n2 5860 para a fluorescéncia., A segunda série

(B) ¢ uma combinacfo primdria de Farrand n® 3389 e Corning
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n® 511%, e uma sccunddriec Parrand nl 3486,

Normeliza-se o fluordmeiro na graduacao
100 da escala do galvenbmetro com umaamostra de Oying/ml
de epinefrina* pora cada série de filtros, utilizendo dia

fregma n? 4, Preparam-se tembém uma amostra de O,B,Mg/ml
£

de nor-epinefrina** e um branco de rcetivos.

Efetuaram-se trés determinagbes para ca
da elufdo acético, realizando 2 leituras com cada uma de-
las, Para o cdlculo finzl, empregeram-se as seguintes fér

mulas, de acdrdo com Cohen e Goldenberg (1957).

(A BEb/Ea) - B -y g . B-yNb
(Na Eb/Ea) - Nb Eb

Ne

onde:
Ea - Valor da lcitura no galvanbémetro obtida com e-
pinefrina, descontado o branco para =z série de

-

filtros "A", dividido pela concentraczo.

Eb - Idéntico procedimento usando a série de filtros
YYBH .

Ne - Iden parz nor—epinefrina usando a série de fil

tros "AM,

Nb - Idem para a série de filtros "B",
A ~ Vzlor da leiturse obtida com a amostra e usando

2 série de filtros M"A™,

* Monohidrato bitartrato de L-epinefrina
*¥ Monohidrato bitartrato de L-nor-epinefrina (Sterling
Winthrop Research Institute.) :
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B -~ Idem para & amostra usando a série de filtros

RN

Os resultados forem expressos cm ug de epinefrina

ou nor-cpinefrina por 100 ml de plasma.
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I1T
RESULTADOS E DISCTUS S'K 0

A - Experimento prolongado

A injeczo difria do glucagon em Chrysemys

durante %0 dias produziu alteracbes da gliccemias, do glico-

AN

génio hepético, da atividade insulinice do plesma e do teor

de insuline pancredtica,

1., Efeitos sbbre a glicemia — A adminis-—

traéﬁo de 100(ug/kg/dia de glucagon, durantec o verao; provo
cou aumento da glicemia, que se accentuou com a oontinuagﬁb

do tratamento (Tab.l e Grdf.l). Comparando-sc &stes resulta
dos com 0s apresentados pclas testemunhas, obscrva-se que a
diferenca € estatisticamente significetiva aos 20 e 30 dias

de tratemento, mas n3o aos 10 dias.

0 tratemento com menor dose de glucagon
(SO{ug/kg/dia) causou moderada hipergliccmia, con diferenéa
significativa epenas aos 30 dias, isto €, no final do expe-
rimento (P <b,001). (Lfab.l e Gréf;l); |

A resposta hiperglic@mica 2 injeéﬁo de
100(ug/kg/dia de glucagon foi maior do que a produzida pelea
injeégo de EOéug/kg/dia, contudo, as diferenéas entre os do

is grupos nao tem valor estatistico.

O grupo testermunha que reccbeu o veiculo
do glucagon nao apresentou variacoes aprecidveis em seus ni

vels glicémicos.

A administragZo de 100éug/kg/dia de gluca
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gon, durante o inverno, acarretou marcada clevacao da gli-
cemia j& a pertir do 10°¢ diaz de trgt mento. Esta hipergli-

cemia, no entretanto, foi diminuindo com a repeticao das

.

1n3egoes. Em relacéo 2o grupo testemunha, esta diforengﬂ

permancceu scmpre significativa (P< 0,001) (Tab.l e Grif. B

Comparando-se os resultados dos dois gru
pos tratados com 100yug/kg/dia de glucagon, nas duas csta-
coes do ano, véem-se diferenges bem mercadas., Enquento no
verfo, a glicemia vai aumentando gradativamente, no invef—
no ela sobe ri pldamonte, para ir diminuindo com o decorrer
da experiéncia. Desta forma, 2 diferenca entre ambos 08

grupos ¢ significativa cpenas no 102 dia de tratamento (P¢

0,001),

No experimento rcalizado durantc o inver
no, seis das Chrysemys injetadas com glucagon foram obser
vadas apds a interrupcfZo do trataménto. Como se pode ver
no Gréf.3, o aumento dos niveis glicémicos nZo se manteve
e, depoils de 20 diacs desta interrupéﬁo, 2 glicemia apresen
tou-se completamente normelizeda.

Os resultados obtldos indicam que a Chry-

semys submetida a tratamento prolongado com o glucagon com

porte—-se como um animal bastante sensivel & sua acao hiper

glicemiante. Apenas um outro réptil, Xenodon merremii, foi
utilizado em experimento déste tipo (Cardeza, 1960). A do-
se empregada neste animel foi 100 vézes maior e, contudo,

os resultados foram semclhantes aos da Chrysemys. Em ou~
fras espécies, como rctos, ci@es, gatos, cobaias e coelhos,

2 administracao prolongada do glucagon nao modificou a gli

cemia ou elevou-a em forma moderada.



TABELA 1

Médias dos valores glic®micos de Chrysemys

d'orbignyi injetadas com glucagon, via sub-

cuténez, durante %0 dias.
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gste| Grupo| Tratz | Dose Ne Glicemia (mg/100m1 )
cao| n |mento |didria | de
do (vg/kg) |enimais DIAS
ano ‘ 0 10 20 30
. Glucagn | 100 7 75+ 9,4% | 1214 32,2 | 141+ 2%,6 | 145+13,6
R Gucagn| 50 7 68+ 7,0 | 89+12,6| 105+ 17,7 |121+12,6
‘g 3 | Solugao ' | o
fisiol. - 6 74410,9 | 95+ T,4 | €6+ 5,559+ 3,6
P**002 | P< 0,001
1-3 1-3
P< 0,001
2-3
I o |
% 4 |Glucagon| 100 14 86+ 50 | 275+18,4 | 197+10,7| 158+ 5,9
E =
% 5 |Solugao | _
) fisiol. - 10 90+11,0 | 47+ 4,0 %+ 7,9/ 67+11,4
P{0,001 | PL0,001| P£0,001
45 A-5 4-5 .
P< 0,001
1-4

¥Média e érro-padrao.

Trro-padrao calculado pela férmula

e =

g a°

n(n-1)

*¥*¥P 1-3 significe a probabilidede dada pela tabela de

Fisher e Yates (19%4) ne-distribuicao t guando
comparam os _grupos 1 e 3, Usou-se a

na comparag¢ao dos outros grupos.

ISES]

mesma notacgao
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mg ; 100 m| { & 100 ug ; kg, de Glucagon.
verao &---- 50 ug / kg, de Glucagon.
200 o----- testemunhas
{
100 {
|
A 3 1
0 10 20 30
DIAS

Grdfico 1 -

o

VariacOes da glicemia de Chrysemys injetadas
com diferentes doses de glucagon por via sub-
cuténea durante 30 dias. Testemunhas tratadas
com solugao flSlologlca," ' :

,\‘

6| mg/100 mi ' -——rraradas
300 INVERNO ”
L0 i N L resremunhas
l VERRO IA——f;raradas
¢ B testemunhas
£
mi 200 5
i
A

100

Gréfico 2 - Varlggoes da glicemia de Chrysemys injetadas

com 100 mg/kg/dia de glucagon durante 30 di-
as no inverno 2 no verao, Testemunhas trata-
das com solugao fisioldégica.
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Ratos tratados durant

¢}

6 méses com 1 mg de glucagon nao a
presentaram hiperglicemia (Root, 1954). Também Galansino

et 21, (1955) nZo encontraram &ste efcito do glucagon em

ratos. Elrich et al. (1958), cmpregando espécics mais sen

>

siveis a @8ste hormbnio, como cacs e gatos, provocaranm hi
perglicemia sdOmecnte com doses altas: 3, 6.e 10 mg. Volk e
TLazarus (1960) injetaram glucagon em cobaias e coelhos,
trés vézes ao dia, e cncontraram epenas leve hiperglice-
nia., Sdmente Logothetopoulos et él..(1960) obtiveram hi- .
perglicemia intensz ¢ permanente,‘ap tratar coelhos - Comi
glucagon, a partir do primeiro dia de Vida e prolongahdqf

o tr=ztamento por 7 méses,

0 efeito hiperglicémico do g1u§agon‘ em
Chrysemys apresentou variagoes segundo a época do_ano;‘bek
acbrdo com Behrens et al;(1956)ro efeito déste:horménio é:
mzior quando o teor de glicogénio hepéticovesté 2lto. As—
sim, a maior hiperglicemia obscrvada no inverno pode ser
conseqﬂ@ncia'do aumento das reservas de,glicogéhio hepét;.
éo, Contudo, é'possiﬁel_que-outros mecanismos também con--
tribuam para aamentar aquéle efeito no ihverno;vDiscutipg

mos este ponto, posteriormente,

Ainda no inverno, a hiperglicemia provo

ceda pelc glucagon diminuiu com a continuagao do tratamen

to. Cerdeza (1960) f2z idéntica obsorVaggo em Xenodon mer-
remii. Lozarus e Volk (1958) também verifiéaram gste feto
en cobaias e coelhos, e o atribuiranm a um aumento da insu
linogénese, Para Logothetopoulos et al., (1960), esta dimi

nuicZo poederia ser uma consegii®ncia do efeito compensatd-

rio do pfncreas que apresenta hiperplasia das ilhotas,ou,
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G mg /100 mi~
- J3oo0f
L .
| H @——fTatadas
————— testemunhas
c .
E
M 200
|

100

Gréfico 3 - Normalizagao da glicemia de Chrysemys apés a

Gréfico 4

interrupgao do tratemento com glucagon (lOQ'
ug/kg/dia). Testemunhas tratadas com solugao
fisiologica.- o

mg 7100 mi i ’

G .
- ®——tratadas :
L 3:00 inverno I i
O----- testemunhas |
A ‘ ’ !
. &——tratadas
C Verdo
R pA-em- testemumhas
[
Mf200
|
A
100
‘R
! HF-—-O__
so% Tro--nTT Omm=mee O~ o
11 { i I 1. — i i 1 1 1
0 36 24 48 72 96 6 9 12 15 18

Variagoes da glicemia de Chryscmys injetadas
com glucagon (100 mg/kg) por via sub-cutines,
uma unica vez, durante o inverno e o verao.

Testemunhas tratadas com solugao fisioldgica.
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resultante de uma progressiva perda de sensibilidade = ao
glucagon.
A normalizacd@o da glicemia depois de sus
. . ) { ) ) .
penso o tratamento concorda com os experimentos em coelhos

(Lazarus e Volk, 1958) e em cdes e gatos (Elrich et al.,
1958).

Observou-se intensa hiperglicemia em
Chrysemys pela aga@o do glucagon, contudo, apesar d&ste a-
nimal ser muito sensivel & ac¢Bo déste horm6nio,'a‘hiper§

glicemia nao foi permanente,

2. Efeitos sbbre o teor de glicogénio

hepdtico e muscular.

Depois de 30 dias da administrévg‘:'éo did-
ria de 100 ug/kg, de glucagon, durahfe 0 verao, O glicogg
nio hepdtico ficduvreéuzidé em 46% do valor apresentadp
pelas teétemunhas; Os animaié‘fratados com BO{ug/kg/dia
tiveram uma diminuiééo de 30% do glicogénio hepético(Tab.
Z)i Comparando-se éstes resultados com os apresentados pe
las testemunhas, encontra-se no%primeiro grupo uma dife-
renéa significativa'da ordem dé P< 0,0l e, nov-segundo;

P< 0,05.

Durante o inverno, o glucagon provocou
maior reducao relativa\do glicogénio hepdtico (54% do va-
'lor da respectiva testemunha)., Esta diferenéa € altamente
significativa (P<’O,Ql); Dépois de 30 dias da interrupcgao
- do tratamento o teor do glicogénio hépético voltou a ni—

veis normais (Tab.2).
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No inverno, Chrysemys n&o tratadas -com
glubagon aprésentam teor mais elévadd de glicogénio'hepé—,‘

tico (Tab;Z);‘o que concorda com és’observagSes‘de” mDes~‘

sauer (1953) em Anolis carolinensis;

Por outro lado, é reducdo do glicogénio
hepdtico em Chrysemys injetadas com glucagon discorda dos
resultados de outros autéres; Galansino et al.(1955) en-
contraram niveis normais de glicogénio hepédtico eﬁ‘ ratgs
fratadbsvcom glucagon e, Root‘(i954) e Salter}(196Q) Ve:i
ficaram—na aumentado em‘coeihos e ratos; Talvez esfas:diF

ferencas possam ser atribuidas & maior lentidZo dos pro-

cessos metabdlicos nos répteis. Em'Alligator'miSSiSSipéﬁ—
sis, por exemplo, hé necessidéde de gliCemia eievada‘ pbrﬁ
vérios dias afim de aparecer um aumento significativbf!no
teor de glicogénio hépético (Coﬁlson.e Hernéndez,"1964>§m
Costa et al. (1956) haviam observaao‘que, em ratos.trata-
éos com glucagon;‘hé,_inicialmente,‘diﬁinuigéo do glicagé

nio hepdtico e, secunddriamente, aumento acima dos niveis

#

normais, Sugerem.éstes autdres que’éste efeitO'seoundério
se deve a um,aumento da secregéo:de insulina ou de_hor@6¥
nios corticais;'ou de ambos, Possi#elﬁenté, em Chrxéemis,
a secrégﬁo de insulina seria inSuficiente para aumentar o
glicogénio hepdtico, ou entao 8&sse efeito apareceria mais
fardiamente.

No verao, o teor de glicogénio muscular
em Chrysemys nao tratadas é_significativémehte menor do
gue no inverno e a adminiétragéo de glucagon nio o modifi
ca (Tab.?). Milmen et al.(1954) e Costa et al.(1956), ve-

rificaram aumento ocasional do glicogénio muscular em ani
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Teor de glicogénio hepdtico e muscular em Chrysemys

d'orbignyi injetadas com glucagon, via sub-cuténea,

durante 30 dias.

Esta |Grupo| Trata [Dose Ne GLIGOGENTIO
¢ao | no® mento |didria de hepatico muscular
i pefke) |eninzic {e7) ~(e?)
ano ‘ ‘ ‘
4 Ghcagm| 100 | 6 2,62 + 0,339 0,62 + 0,049
R Glugory 50 | 6 - 3,40 +.0,482 0,64 + 0,064
% Solucaa - o R
Fisial . - 6 4,88 + 0,428 | . 0,72 + 0,169
P_5< 0,01
Po_z ¢ 0,05
I 4 |Gcagr] 100 6 3,02 + 0,161 3,43 + 0,85%
v 5 [Solugéo : |
B | |fisiol - 6 8,44 + 0,757 2,61 + 0,438
% 6% | Glucagm| 100 6,40 + 0,548 1,65 + 0,150
0 - 7*|Solugao o :
fisiol. - 5 7,42 + 0,674 2,08 + 0,350
Py_5< 0,001
5 ;
Py_5 < 0,01 Py g 0,01
P5_o < 0,01

¥ Sacrificados 30 dias apds a interrupcao do

tratamento.
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mais tratados com glucagon, Porém, para &stes autbdres, o
pequeno aumento nao parece ser um efeito direto e especi-
fico do glucagon mog um resultado da secrecao de insuli

na.

%Z. Efeitos sbbre a atividade insulinica

do_plesma

A atividade insulinica do plasma de Chry-
semvs injetadas com glucagon f01 determlnada aos 25 -dias
do trauame:‘n:on Os resultadob (Tab, 5,, mostram que a at1v1
dade insulinica do plasma dos,animais tratados sofrep um
aumento de 45% em reiéggo a meéﬁé atividade dos nﬁb iﬁjé%
tados (P¢ 0,05),

Os dados agui referidos nao sdo sufici-
éntes para indicar a causa déste‘aumento aa atividade in-
sulinica do plasma, isto é, se se deve & uma agio direta
do glucagon sbbre o péncreas ou ao seu efeito hlpergllce—
miante, Fohi (1956) havia admitido que o glucaan deeria.
estimular éAsecrégﬁo de insulina, em~vista‘de'seu'efeitoi,
hiperglicémico ser menor em presenga do péncreas, dq QuéA
na sua ausénciao No entretanto, recentes observagGeé ) ém
fatias de pAncreas "in vitro" permitem afirmar que o glu-—
cagon néo estimula a secrecao de insulinabe nem modifica

a excitacio produzida pela alta concentragao de glicose -

(Randle 1964),

Por outro lado, o efeito estimulante da
hiperglicemia sdbre a secregﬁo de - insulina jé foi bem evi
denciado através de experimentos "in vivo" e "in vitro”.

Entre os primeiros citam-~se os trabalhos Cl&SSlCOS deIkmS

say e Deulofeu {1939, ds Fod et'al.,(1949), de Brown et
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al, (1952) e, modernamente, os de Yallow e Berson (1960),
Entre os dltimos, destacam-se os trabalhos de Anderson e
Long(1947) que foram recentemente confirmédbs por.Grodsky

e colaboradores (1962).

Assim, em face das demonstracOes dos el
‘tados autdres, pode-se sdmitir que a hiperglicemia produ-
zida pelo glucagon em Chrysemys, estimula a secregao de

insulina.

4. Efeitos~56bre'o conteddo de insulina

vancredtica

A administracido de 100 ou SO;ug/kg/dia"
de glucagon em Chrysemys durante 0 Veréo, provocou um au-
mento no teor de insulina do péncreas, tanto calculadb em
unidades de~insuliﬁa por gramo.dé tecidoy Qomo por. quiio
de péso corporal. Estebaumento, contudo, nao foi estatisf;

camente significativo (Tab.3).

Ao contrdrio, no inverno, a injecao di#
ria do glucagon reduziu o conteddo de insulina pancredti-
ca (P¢ 0,02), Pela éomparaééo déstes resultados com 0s ob ‘
tidos no verzdo, resulta uma diferenéa altamente significg'

tiva (P<¢ 0,001).

Do exame da Tab.3, conclue-se gue nao
hd diferencgas estatisticas nas relagaes'entre péso de pén
creas e péso corporal; guando se comparam os diferentes
grupos experimentais. Observa-se, também, que o teor de
insulina do pfAncreas de animais nao tratados é o mesmo

tanto no inverno como no verao.

Os efeitos do gluoagon s8bre o contélddo



Teor de insulina pancredtica em Chrysemys

d'orbignyi injetadas com glucagon,via cuté

TABELLA 3

nea, durante 30 dias.,
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Estz |Grupo|Treta [ose | N2 INSULINA®* [elagao
¢do | n® ymento Pifria | de | por pAncress| por péso cor [Paciooo
do (nugkg| animeais poral - g:io corpoe
ano ; (U/g) (U/kg (e/%e)
v |1 [Emcsga] 200 | 6 [ L73920,003 | 2507£0,262  [1,479+0,096
E | 2 |Gweagon 50| 6 | 1,725+0,162 | 2,637+0,285 [1,506+ 0,07
% 3 |Sdugao| e R 0 AR R
5 fisiol. - 6 1,321+ 0,316 | 1 2 +0,313 (1,393 + Q13
Yol 4 |cwcasq 100| 6 | 0,80+0099| 15084 0,127  [1,56020012
E 5  |Solugag ‘ o R '
; fisiol| - | 6 |1,303+Q8|1755: 0204 [1,%510,019
! |

P, ¢ 0,02

P,_, < 000 P, ,<001

* Dosagem da_insulina pancredtica pelo método
da convulsao em camundongos.



48

de insulina do péncreas de Chrysemys revelaram diférengas
relacionadas com a época do ano. Em e?perimentokrealizado
"durante o Véfﬁo,o teor dghihéalinézﬁptrou-ﬁmipeQuéno au-
mento embéra ﬁéo eéféfistiééméhtévéignificé%i§b é, ho iné
verno ao contrdrio ficou reduzido;;Salter et a21.(1957)tan
bém.haviam:verificaio reducao darinsulina péncreética em

caes que receberam glucagon em tratamento prolongado.

Segundo Haiéf-(1944)io teoﬁ dé’ihéulina’
do péncreas representa, aHCédatihstante, o-balango entre
a producao e é secrecao do horﬁbhio; A‘%eduéﬁowde'seu‘bgg
tedo pode, portanto, resultaer détumé diﬁinuiééb:défsua
produggb ou de um.aumentb”da'secregéo ou déstes efei%qé

simulténeos.

Aplicando-se &ste conceito na.andlise
dos resultados acima apreseﬁtadOS, pode-se sugerir o se-
guinte:‘A hipergiicemia intensa Verificada ﬁos animaié
tratadosicom glucagén, durante » invefnc, talvez‘ﬁenhg de
terminado maior secrégéo:debihéulina p%io pAncreas,sem o-
correr um equivalente aumente de'pfbdﬁgéo, daf resultando

a diminuicdo de seu conteddo.

No verao, porém, ovglucagon n§b reduziu
o conteddo de insulina pahcreética, tendo-se mesmoc obser—
vado um pegueno aumento. Pareceria, pois, que o moderado
efeito hiperglicémico do glucagon nesta época do ano, ti-
vesse provocado menor estimulo secretdrio sbbre: o péncre—
as, verificando-se ainda umaAprodugﬁo de insulina equiva-

lente ou mesmo levemente superior 34 liberada.

0 fato de haver utilizado um método big

18gico para avaliar a insulina extraidado péncreas de
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Chrysemys sugere cue a insulina déste Queldnio tem acao
semelhante & produzida pelos maﬁiferos, uma vez que foi
capaz de provocar. convulsado em!bémundbngos.'E posvae1,
entretanto, qgglhaja diferéngés estruturaié entre ambas,
cOmO»éabe—se‘existir entre insulinas provenientes de di-

ferentes espécies animais.

B - Experimento agudo

Tendo sido observada uma clara influén
cia eétacional sébre os efeitos provocédaé_pela adminis;
traéﬁo prolongada dqvgiudégon em Chrvsemvs;;julgoufSEQQg
veniente verificar se esta infludneia também pddéria ocor
‘rer em experimento agudo. Assim, nesta parte‘do\trabalho,
administrou-se uma'dnica‘iﬁjeggo de_glucagon,‘avaliaﬁdo—

sua agao através dos efeitos sébre a glicemia, eﬁ)du-
as épocas distintas dovano.

No eXperimento'rea1izado durante o ve-
rao, complementou-se a obsérvagﬁd sébre a‘glicemia5dete£
minando a atividade insulinica do plasmé emn difefentes
intervalos apds a administragﬁo do glucagon.

1. Efeitos sbbre a glicemia

A injecao sub-cutédnea de glucagon (100
Ag/kg) em Chrysemys produziu acentuéda hiperglicemia no
verao. O valor glic8mico mdximo foi alcanéado depois de
6 horas do tratzmento (253 mng%), diminuindo sensivelmen-
te nas 24 horas seguinteé e retornando aos niveis normais
as 48 horas; Decorridas 96 horas houve leve aumento da

glicemia (Tab.4 e Grdf.4).
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Da comparagso dos valores glicémicos obti
dos nas horas subseguentes & injecdo do glucagon com O
valor inicial do grupo tratado ou com o das‘respectivas
testemunhas resultam diferencas estatisticamente signifi

cativas as %, 6 e 24 horas (P<0,001) e, posteriormente,

Qo
0
02

2s 96 horas (P< 0,05).

Os animais que serviram como testemunhas,
tanto no inverno como no verao, nao mostraram variacgoes

apreciavels na glicemia.

Durante o inverno, o glucagon injefado
em dose de 100 mg/kg provocéu hiperglicemia intensa e
prolongaca. A glicemiz mais alte ocorreu apds 6 horas do
tratamento {290mg#%), e permaneceu elevada por i2 dias
(Tab.4). Todos os valores desta curva guardam diferencas
altamente significativas quando comparados com o da gli-
cemia inicial do mesmo grupo ou com os valores das teste
mﬁnhas (P< 0,001).L0s 18 dias, embora a glicemia jd ti-

vesse baixado sensivelmente, a diferenga em relacao aos

valores idniciais ainda era bem acentuada (PQ’0,0l).

A influéncia da época do ano sbbre o e-
feito hiperglicémico do glucagon em Chrysemys é um fato
evidente. Enguanto no verao seu efeito dura apenas 24
horas. no inverno, mesmo decorridos 18 dias, a glicemia
néo.volta aos niveis iniciais.

A maioria dos autbdres que estudaram a a-
¢ao do glucagon em reépteis ndo se ocupou em repetir expe
riéncias mnas distintas épocas do ano, nao tendo observa-
do aguela influéncia,Apenas DiMagzio(1961) demonstrou em

Anolis carolinensis, que a hiperglicemia provocada por
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TABELA 4

Médias das glicemias em Chrysemys d'orbignyi injeta-

das, uma unica vez, com glucagon (lOO(ug/kg)y via

sub-cutanea.

Glicemias (mg/1C0 ml)
§o de VERLO . INVERNO
animais 8 a 6 6 -
Tratamentd Glucagon Solugéo Gluoégon Solug%o
Tisiologica ' fisiologica
Horas ,
o 7h Ty 0 735 £ 6,3 | 56 £ 10,2 67 T 5,4
3 210 Y g,6% | o4 T 4.6 |
6 253 L 7,1% 79 * 5,8 1290 T an,0¢| 82 7,7
ol 172 £ 3,8% 70 T10,2 |258 L 16,3%| 78 L 5,6
L& , 89 T 6,L 69 T 4,2
72 74 T y,s 76 T10,6 |243 T 12,8%| 70 % 5,0
96 96 L g,3%*x 71 I 8,6
Dias
6 o18 T an,8%| 71 % 3,7
| o j198 L o1,3%) 55 3,1
12 147 T o1,6%| 60 E 3,6
18 98 T 7,1%*| 51 I 3,0

*P £.0,001, #¥P £ 0,01 e **¥*¥P £.0,05, respectiva-
mente guando as medias sao comparadas com 0SS valo-

res iniciais.
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5.000 pg/kg de glucagon é maior no outono do gue no inveg
no. Stevenson et al,(1957) administrando diversas doses

de glucagon em Alligator mississipensis verificaram que

seu efeito é proporcional &s doses, mas nao mencionaram a

época do ano, Da mesme forms Miller e Wurster (1958)obse£

varam aumento da glicemie em Eumeces obsoletus apds 2 hos
ras da administragao do glucagon. Houssay e Penhos (1960)

encontrarem er Xenodon merremii um efeito hiperglicémico

bastante intenso, que se prolongou por 25 dias. Estes rg
sultados foram semelhantes aos encontrados na Chrysemys:
durante o inverno, contudo, a dose de glucagén adminiétfﬁ
da &s serpentes foi 100 véges maior do que & injetada na

Chrysemys.

Vé-se, pois, que em comparacao aos de-
- Ve - ;. - . :
mais répteis utilizados em experimenitos com 0 glucagon,a
Chrysemys € o que apresenta maior sensibilidade a &ste hor
mbénio,

0 maior efeito hiperglicémico do gluca-
gon durante o inverno confirma a hipdtese de que a maior
reserva de glicogénio hepdtico observada neste época, fa-
voreceria ésse efeito., Mas, para manter essa hiperglice-
mia por t&o longo tempo, outros fatdres deverao concorrer.,
¥ provdvel que tdda a atividade metabdlica da Chrysemys
se encontre reduzida nessa época do ano, tardando assim,

a pdr em acao os mecanismos reguladores da glicemia.

2. Efeitos sbbre a atividade insulinica
do plasma.
Mediu~se a atividade insulinica do plag

ma de Chryserrs determinando o aumento da producao de 002
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pelo tecido adiposo guando incubado em presenca do plas-—
ma, Os resultados apresentados na Tab.b5 mostram que 0
plasma déste Quelbnio possue certa atividade semelhante

& insulina, pois verificou-se um aumento de 55% na rrodu

?

[se'd

testemunha (Krebs ¢ tecido ape-

0

(

cao de CO, em relacao
nas), sendo o valor de PZ£0,001. Contudo, = atividade in
sulinica de 0,5 ml de plasma, cuando comparada & ativida
de de concentracoes conheccidas de insulina, resulta ser

menor do que 10 pU/ml.

A determinacao da atividade insulinica
do plasma de Chrysemys injctadas com glucagon mostrou di
ferentes resultados conforme o tempo decorrido daguela
injecgo (Tab.6 e Grdf.5). Apds 3 e 6 horas, verificaram—
se gumentos noc producaoc de COZ’ os gquails foram, respectl
vamente, dc 28 e de 40% em relacdo & etividade do plasma
dos animais nao injetados. H4 diferenca acentuada apenés
no valor obtido &s 6 horas (P£0,02). Os resultados ob-
servados as 24 horas assemelham-se aos da atividade ini-
cial, ou seja, antes de injetar o glucagon. Apds 48 ho-
ras, h& novamente um aumento na producao de COE’ cuja di
ferenca em relacZo aos dados iniciais € bastante expres-
siva (P£0,001). Apds 72 e 96 horas da injecao do gluca-
gon nota-se pequena diminuicaoc da atividade insulinica
do plesma, porém sem significado esfatistico.

Os resultados acima represcntzdos reve
lam alteracocs dz atividade insulinica do plasma de Chry-
semys guando injctadas com glucagon. H& aumento dagquela

atividade apds 6 e 48 horas da sua administracao.

Como o método do tecido adipcio "in vi
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Grdfico 5 - Veriagles do glicemia c da =~tividede insuli-
nica do plesma de ChrySemys injctadas com
glucagon (100 pg/kg3 por via sub-cutfinea du-

~

rante o verao. :
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g

cepecifico para insuline, a&mlulu—ue que outras

[D

tro" nfo ¢
subst;ncias presentes no plasma estivessem intcrferindo nos
resultados. Por essa razao, efetuou-sc, & seguir, uma sé-
rie de experimentos com o objetivo de tentar ecsclareccer a
causa do aumento da producao de CO, verificado 2s 6 e as

48 horzs da injecno do glucagon.

Inicialmente, mediu-se a atividade insu
1inica do plasma de Chrysemys injetadas com glucagon, incu
bando-se previemente estas amostras de plasma com cisteina
que, como se sabe, inative a insulina, de modo a fazer de-—

saparecer sua acao.

Os resultados mostram que a at1v1dede

insuldnica do plasma retirado de Chrysemys apds 6 horas da
injecf0 do glucagon nio foi modificads pela incubacéo pré-
via com cistefna (Tab.7). Houve reducao desta atividade em
plasma colhido 48 horas depois daquela injegZo., Admite=-se,
assim, que 2 meior producao de 002 provocadea pelo plasma

obtido depois de 6 horas provaévelmente nao se deva a um au

mento de insuline, mas & presenca de outra substédncia tam—

bém ativa sdbre o metabolismo do tecido adiposo.

Convém mencionar gue o cxperimento rela
tivo & incubagao com cisteina, bem como.os gue serdo discu
tidos a segulr, foram reﬂlizados durante o més de maio (ou
tono - temp.média 20 C) Como se pode ver na Tab.7, a pro-
dugzo de 002 pelo plasma dos animeis injetados com gluca-
gon ¢ menor do gue 2 produ21da pelo plasma dos 1guu1mente
traetados cm fevereiro e margo (Temp.médie 25 °Y (Tab.5 e 6).
Do mesmo modo, a atividade insulinicg do plasma dos nzo

1ngetgdoe estd diminuida néstes experime ntos (Tab. 8 e 10),
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"Avaliacao da atividade insulinica do plasma

de Chrysemys d‘Qrbignvi em ul de COp produ-

z1do pelo tecido adiposo de rato,

"Hn vitro'.

Meio de incubacgao
com tecido adipo-
so acrescido de:

Conc.
final
por ml

N¢ de
detgrmi
nacgoes

]
p»l COo/g/n

Aumanto
em rela
cao a

Testemu
nha B

P entre os

grupos

e

(Testemunha )
Insulina
Insulina

Plasma de
Chrysemys in-
jetadgs com
solugao fisio
logica N

Plasma de
Chrysemys in-
jetadas com
glucagon du-
rante 25 dias

10 uU

lOO,uU

ml

0,5

0,5 ml

10

10

1+

27

N

I+

488

1+

775

I+

427 I 23,0

I+

621 £ 79,8

5 5%

125%

P _2<’O,OOl

P, _5¢ 0,001

P, )y (7,001

PM—B( 0,05




Observando-se que o aumento da ativi-
dacde insulinice do plasma retirado apds 6 horas da inje-
¢ao do glucegon coincidia com a glicemia mais 2lta (Gridf. .

5), procurou-se determiner se¢ =z maior concentracao dagli

I

cose no plasma seriz a causa daguele eaumento. Como a gl
cemia média das Chrysemys as 6 horas féra de cdrca de
250 mg/100 ml, acrescentou-se glicose ao plasme de animal

nao injetado, levando-se em conte a glicemie déste, -de mo-

’

do & que o teor de glicose final alcancasse 250 mg/100ml,
Os resultedos apresentados na Tab.8, mostram que nfo hou

ve modificag@o na producao de 002 pelo zumento da concen

tracfo de glicose.

Sarcione et al;(1§60) demonstraram a
existéneia de certa relacao entre 2 medula supraereﬁhile
o efeito hipcrglicémico do glucagon; e Scian et él.(1960)
observaram que &ste hormdnio aumente a secrecao de cate-
colaminas., Por outro lado, sabe-se que o tecido adiposo

'

"in vitro" & sensivel & epinefrina (Cahill et 21.,1960; -
Lynn et a2l., 19603 Riet Corréa ct al., 1961) e porisso,
poder-se-ia pensar que o aumento inicial de atividade in
sulinica do plasma das Chrysemys injetadas com glucagon

fosse provocado pela maior concentraczo de epincfrina no

plasma.

Parc demonstrar esta hipdtese reali-
zou—-se 0 seguinte e perimento: Acrcscentou-se 1Zug/ml de
epinefrina ao plasms de Chryserys nao injetadas,medindo-
se a scguir a produczo de CO, em comparac2o com a produ-
zida pelo plasmz ou por epinefrino separadamcnte. Obser—

va~-sc ne Tab.8 que a epinefrinz em presenca do plasma au
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TABELA 6

Atividade insulinica do plasma de Chrysemys d'orbigyil

injetadas com glucagon (100(ug/kg) via sub-cutanea.
Avaliagao desta atividade em a1 de COp produzido pelo

tecido adiposc de rato "in vitro¥.

Wi

lieio de incubagéo N9 de Horas : Aumento|P entre
com tecidg adipo-fdetgrmi apos _ L Coz/g/h em rela & grupos
so acrescido de l|nagoes [injegao , gao a
ml de: testemu
nha B

- Plasma de Chry

semys sem inje

tar - - N

(testemunha) 10 - b7 < 23,0
— Plasma de Chry

semys injeta-

das com solugep +

fisiologica L 3 wu3 I oL 2 -
- Idem 6 6 117 I oh2,u - P < 0,02

35

- Plasma de Chry

semys injeta-

das com gluca- +

gon 6 3 596 - 79,1 28%
- Idem 6 6 715 £ 96,0 Lo% |P < 0,02 -
- Idem 7 2L 459 I 75,8 -
- Idem 6 L8 658 T 27,3 354 |P < 0,001

1-7

- Idem 7 72 354 1 340 - |
_ Idem 6 96  |359 T 42,9
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TaBELA 7
Atividade 1nsu1;nlca de plasma incubado rev1amente com
cisteina. Avaliacao desta au1v1dade om‘ﬂl de CO» produ-

zido pelo tecido =adiposo do rato,

"in vitro™.

Al de COZ/g/b

Plaama de Chrvoe nvs apos 6 horasl¢a8ﬂa de Lhrvsemyg apds 48 ho-
de administracac de glucagon ras da administracaoc deglucagan
fao incuoudo Incubadolcom Nao incubado Incubadg com
com cisteina cisteina com cisteina cisteina
634 578 58% 225
Lih L73 590 210
6L2 340 LLg 167
352 357 292 . 181
251 258 566 37h
366 228 439 237
uh3 65,3 373 T 5L,73 490 ¥ 47,00 232 T 65,3
N IR N _ ’
P < 0,01
TABELA €

Produgao de CUp pelo tecido adiposo de rato em presenga.

do plasma de Chrysemys nao injetadas,
cose ou de epinefrina "in vitro'.

acrescido de gli-

:ul de COg/g/h
Plasma de Chrysemys nao injetadas - 1 ml EpEnefrina
Acrescido de: (1 ng/m1)

Testemunha Glicose Epinefrina

- (250 mg/100 m1)| (1 pg/ml)

396 281 504 519

3385 L&0 L16 37h

278 L50 L9 k58

L16 5%3% hg2 430

320 260 LhLg Log

303 373 505 523
342 T 21,9 359 I 31,2 476 I oan,7 uss ¥ 23,5

’ P o< 0,01
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mentou a, producfo de o, (P<0,01).

Admitindo—sé a possibilidade de que o'
agmento\da produg@o de 602 pele gordura '"in vi ro" tenha
sido motivado pela maior concentracéo de epinefrina no
plasﬁa,_determinou—se e¢ntao a sua concentragao no plasme
de Chryscmys, antes e depois de 6 horas da administracao

do glucagon.

Os resultados da Tab.9 indicam nao ter
havido zumento na concentragfo de epinefrina no plasma da

Chrysemys apds 6 horas da injecao do glucagon,

O glucagon foi injetado por via sﬁb#
cuténea e sua absorcféo, portanto, fez-sc lentamente, Isto
rermite considerar a’possibilidado de sua prescncga nas a-
mostras de plasma colhidas apds 3 e 6 horas de sua admi-
nistrac2o. Por sua viz, scgundo as observacbes de Lee et
al. (1960) e de Hagen (1961) o glucagon parece ter acao
sbbre o metabolismo da gordura "in vitro". Portanto,o au-
mento da produgﬁo de 002 relo tecido adiposo, provocado
pelo plesma dos animais tratados priviamente com o gluca-

gon (3 e 6 horas), talvez tenha sido induzido pelo prdé-

prio glucagon injetado,

Em outra série dc experimentos, mediu-
se a producao de CO2 pela gordura incubada com plasme »de
Chrysemys nZo injetada; ao qual se acrescentou glucagon
"in vitro" (2 ou 5 mg/ml). Serviram como test munhas 0 mes
mo plasma e o glucagon (23ug/ml) colocados scparadamente,

Verifice-se na Tab,10 que o glucagon adiclonado ao plasmne,

tanto ne conoentragﬁo de ¢ como de 5ryg/ml, acarreta um
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Concentracao de epinefrina e norepinefrina no plasma

de Chrysemys d'orbignvi injetadas 6 horas antes com
glucagon (100/ug kg) por via sub-cutanea. :
Epinefrina Norepinefrina
(pe/100 ml) (ug/100 ml)

Kao injetadas Injetadas Nao injetadas Injetadas
0,76 0,75 0,00 i 0,00
1,05 0,92 0,15 0,00
0,90 0,47 0,00 0,00
0,60 0,58 0,00 0,00

- 0,82 - -
0,83 £ 0,096| 0,71% 0,081 |0,04 £ 0,043 |0,00 I 0,000
1 | | ,

TABELA 10

Produggo de COo pelo tecido adiposo de rato, em pre-
senga do plasma de Chrysemys d'orbignyi namo injetadas,
acrescido de glucagon "in vitro".

Ml COp/g/n

Plagma de Chrysemys nao injetadas - 1 ml
- » o » Glucagon
Testemunha Acrescido de glucagon (2 pg/ml)
~ (2 mg/m1) (5 pg/ml)
456 56l 745 542
436 357 689 311
Lok 531 739 -L06
452 572 131 358
306 L52 547 320
260 317 530 277
386 * 33,8 462 T 46,10 664 © 10,3 | 369 T 36,3
P < 0,01
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auriento da producao dc 002, sendo quc néste Wltimo caso a

difcrenge € estotisticamente significativa (P ¢ 0,01).

¥ provével, pois, que o aumento inici~

al da atividade insulinicc do plasma de Chrysenys injeta-
as com glucagon seja provocade pela sua prescnga no ples
ma dos rcferidos animais. Dxperimcntos futuros poderao es

clarecer melhor estas observacoes.

Voltando a analisar o Gréf;B, onde es-
t80 representadas as variacgOoes da atividade insulinica do
plasma das Chrysemys quendo injetadas com glucagon, veri-
fice-se que hd dois pontos mdximos na curva. As provés ég
perimcﬂtais até aqui desenvolvidas e acima descritas indi
cam gquc agulles pontos correspondem & causas distintas. O
primciro eaumento, notédo 2s 6 horas, nao se deve 2 insuli
na, nem 2 hiperglicemia ¢ nem & adrcnalina. Possivclmente
sc trata do efeito do glucagon injctado previamente en
Chryscmys ou talvez seja proveniente de algum outro fator
desconhecido. O scgundo aumento (48 horas), no entretanto,
parecce ser provocado por um acréscimo de insulina no plas
ma, ume vez que &ste efcecito desapareceu pela incubagﬁo
prévia com cisteina, Desta forma, estaria confirmada en
Chrysemys, a hipdtese de que a hipecrglicemia produzida pe

lo glucagon cstimila a secrcgao de insulina (Fok, 1964).

De todos os resultados obtidos no pre-
sente trabalho destaca-se a diferenga de acgéo do glucagon

sbbre o mctobolisao glicidico de Chrysemvs d'orbignyi en

funcéo da época do ano.
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O cfeito hipergliclmico ¢ maior e mais
prolongado durantc o inverno. Esta accntuada hipcrglice-
mia se cxplica, por certo, pcla maior reserva de glicogé-
nio hepZtico verificada nessa época, Contuao, éste fatoA
por si sé parece scr insuficicnte para justificar a maior
duracao daquéle cfeito, principalmcnte considerando-se que
a diferenca entre os niveis licémicos mdximos (inverno e
verao) é de apenas 37 mg% e queko retdrno 2os valores ini
ciais se faz em 48 horas no verao ¢ requer mais de 18 di-

as no inverno,

A curva de tolerdncia & glicose emﬁggy—
scmys também & méis‘prolongada no inverno (pres‘et él.;
1954) e, da mesma forma, a administracao de glicose'em
tratamento prolongado provoca hiporglicemié muito mais in

v

tensa nesta época {(Riet Corréa, Margues e Wagner, 1960).

Parcceria, pois, quec a atividade do pén
creas da Chrysemys encontra-se reduzida nd invorno,'sendo
8le incapaz de liberar & insulina nccessédria para restau-
rar a glicemia cm curto prazo de tempo ou gque, ao contri-
rio, os tecidos periféricos nao respondem ao aumento de
insulina, nao havendo portanto uma adequada utilizaczo de

glicose,

Contudo,o teor de insulina pancredtica
foi o mesmo tanto no inverno comoc no verao, e verificou-
se uma reducac em seu corteddo em Chryscmys tratadas com
glucagon durante o inverno, o que indfca ter havido uma
liberacfo de insulina superior & suas producio. Portanto,
nao seria Unicamente a falta de insulinz que retardaria a

rormalizacao da glicemia mas, provavelmente, a incapacida



Z

de des células en aumcntar o consumo de glicose. E possivel
ambén que ambos os fatdres concorram para prolonger aguéle

efeito hiperglicémico.

Segundo Tyberghein (1961) a hipcrglice-
mia produzida pelo glucogon voria com as rescrvas de glico
génio hepético avenas dentro de certos limites, e parece
ser também dependente do cstndo funcional das glé&ndulas en-—
dbcrinas. Ora, cstas obscrvacoes podem ser aplicadas aos re
sultados obtidos em Chrysemys, considefando gue &ste animal
deve apresentar modificacoes no sistema endbcrino decorren
tes de variecgao estacional, E, como 2inda se conhece muito
pouco desta influéncia sbbre a regulagao hormonal do metabo
lismo nos Queldnios, um amplo cémpo dc pesguisas néste se-

tor aguarda futuros cxperimentos.
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RESUMO £E CONCLUS ODES

Estudou-se no prescnte trabalho a acao

do glucagon sbtre o mctocbolismo glicidico em Chrvscmys d'or

bignyi, colhenco-se dados experimentais durante o inverno

e 0 Verac,

A administraéﬁo didria de glucagon (100
gug/kg) durante 30 dias ou uma Unica injegﬁo do referido hor
ménio produziram marcads hiperglicemia, scndo €ste efeito
meis intenso e prolongado durante o inverno., Ainda, nesta
época, & continuaczo do tratamento fez diminuir anuble e-
feito hiperglicémico e, aos 20 dias de sua interrupcao, a

glicemia retornou aos niveis iniciais,

0 tcor dec glicoglnio hepdtico e muscu-
lar de Chrysecmys testemunhas estavae mais alto no inverno.
A injecdo didria do glucagon reduziu o contcudo dc glicogé
nio hepdtico mes néo modificou a concentracfo do gliodgé—

v

nio muscular, A reducdo das rescrvas do glicogénio hepdti-

co fol mazior cm cxperimentos rcolizados durante o inverno.

0 contcddo em insulina do péncreas de z
nimezis testemurhes foi o mesmo em ambas cstacoes. Porém, .0
tratamento com o glucagon no inverno diminuiu o teor de in
sulina pancrcdiica ¢ no verZo nfo o modificou aprcciivel-
mente,

A 2tividade insulinica do plesma de_Chry-
scmys enm condicOes normais, avaliade emipl de 002 produzido

pclo tecido ad poso de rato, "in vitro", € menor do que
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10 uU/ml de insulina, A injeéﬁo de glucagon em Chrysemys
provocou aumento desta atividade apds 6 e 48 horas de sua
administracao., ¥ provdvel guc &sse aumento, verificado éé
6 horas, nZo se deva a um acréscimo de insulina no plasma,
nem & hiperglicemia ou & adrenalina, mas parece ser prove-
niente do agfZo "in vitro" do glucagon injetado nagulles a-
nimais por via sub-cuténea. Provas experimcntais indicam
que o acréscimo da produczo de C02 verificado as 48 horas
corresponderia & um aumento de insulina plasmética. A inje
cao difdria do gluoégon em Chrysemys durante 25 dias também

acarretou aumento da atividade insulinica do plasma,

Observou-se marcada influéncia estaoio;
nal nos efeitos da administrac2o do glucagon em Chrysemys.
¥ possivel que estas diferencas de acao nao dependam apenas
da maior ou menor reserva de¢ glicogdnio hepdtico déstes a-
nimais, mas decorram também de alteracoes profundas no seu
estado metabdlico relacionadas com as variacoes dos fato-

.

res ambienteis.
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