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Vagotomia modifica o efluxo do
calcio nas ilhotas pancreaticas

Vagotomy changes calcium eflux in pancreatic islets

Carlos A. Silva', Adriano C. R. Pardi?, Eder J. Arruda®, Daniel O. Grassi®, Maria T. M. Severi*,

Antonio A. Gongalves®

RESUMO

A participacdo do sistema nervoso parassimpatico na modulagdo da secregédo de insulina manifesta-se

claramente durante a fase cefdlica que se segue ao estimulo iniciado pelo estimulo sensorial provoca-
do pela presenca do alimento na cavidade oral. O objetivo deste trabalho foi avaliar se a vagotomia
subdiafragmatica seletiva do ramo pancreatico poderia modificar a permeabilidade ao Ca?* da mem-
brana plasmatica das células beta. Para avaliar os efeitos da vagotomia usamos o principal secretagogo
que é a glicose e o potencializador carbamilcolina. Os estudos de efluxo de 4°Ca?+ foram realizados em
ilhotas de ratos controle ou desnervados isoladas por digestdo com colagenase e perfundidas com
KREBS contendo os secretagogos. As ilhotas isoladas de ratos 15 e 30 dias apds a vagotomia do ramo
pancreatico nao responderam ao estimulo com 16,7 mM de glicose e também apresentaram alteragao
na sensibilidade a carbamilcolina (CCh 100 um) adicionada a solugdo contendo 5,6 mM de glicose.
Nossos resultados sugerem que o nervo vago (ramo pancreatico) participa da regulagdo do processo
secretério da insulina pelas células beta pancreaticas. Este efeito pode estar associado a modulagao
da respostas induzidas pela glicose e reguladas pelo neurotransmissor acetilcolina, considerado
modulador da secrecdo de insulina.

Palavras chave: Acetilcolina. Insulina/Secrecao. Carbacol. Células beta Pancreaticas. Sistema Nervo-

so Parassimpatico.

Introducao

A insulina € o inico hormonio protéico que ex-
pressa agdes predominantemente hipoglicemiantes.
Por esta razio, déficit na liberag¢do de insulina produz
severas desordens metabdlicas, como o diabetes me-
llitus. A insulina € liberada da célula 3 de ilhotas de
Langerhans, um complexo de células enddcrinas onde,
60 a 70 % da populagdo € constituida por células beta
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(B), secretoras de insulina, 20 a 25 %, de célula alfa
(o), secretoras de glucagon; 10% de células delta (),
secretoras de somatostatina e cerca de 5% de células
PP, responsdveis pela secre¢do de polipeptidio pan-
credtico.!

Os secretagogos de insulina incluem nutrientes
que sdo metabolizados pela célula 3, (como: glicose,
leucina, isoleucina, arginina), substancias que estimu-
lam o metabolismo de substratos enddgenos e agen-
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tes farmacoldgicos, os quais promovem alteragoes elé-
tricas na membrana das células 3 induzindo a secre-
¢do da insulina.?34

O controle nervoso das fungdes pancredticas é
efetuado por ramificacdes parassimpéticas pré-gan-
glionares do vago que inervam as células das ilhotas.’
O niicleo motor dorsal do nervo vago supre a inervagdo
pré-ganglidnica para o pancreas.® A fun¢do secreto-
motora ¢ exercida por um controle central efetuado
pelos nucleos dorsal motor do vago e do trato solitério,
areas sob a influéncia de grupamentos neuronais do
hipotélamo ventromedial e lateral.” No abdome o tron-
co anterior do vago percorre a parede anterior do eso-
fago e se divide formando os ramos hepético, anterior
gdstrico e, em alguns casos, o celfaco acessério. O
tronco posterior percorre a por¢ado posterior do esdfa-
go e se ramifica dando origem aos ramos celiaco e
posterior géstrico.’

Diversos estudos do processo secretério da in-
sulina, realizados com ratos normoglicémicos, consta-
taram que ha uma secrecao reflexa de insulina em
resposta a estimulos gustativos, a qual é mediada pelo
nervo vago.”!9 Tém sido relatadas trés a¢des ligadas
a estimulacdo muscarinica representado pelo aumen-
to na permeabilidade ao Na*, aumento na permeabili-
dade ao Ca?* e redugio na permeabilidade ao K*!1. O
desaparecimento da primeira fase da secre¢do é um
dos sinais precoces de inicio do estabelecimento do
diabetes. O primeiro pico (pré-absortivo) da liberagdo
de insulina, reflexamente induzido pelo alimento na ca-
vidade oral, foi abolido pela vagotomia troncular.!%!!
Por outro lado, o segundo pico de secre¢do de insuli-
na, desencadeado pela presenga do alimento na por-
cdo gastroduodenal, ndo parece ser devido a estimula-
¢do vagal direta das células 3. Embora o primeiro pico
sido tenha abolido pela vagotomia troncular completa,
o segundo foi mantido em ratos diabéticos apds trans-
plante de tecido pancredtico; portanto, mesmo ilhotas
denervadas manifestam a resposta.!?

Estudos com imunofluorescéncia verificaram
que a estimula¢do muscarinica promove um substan-
cial aumento no célcio citosélico e pode ter relagdo
com a geracao de segundos mensageiros como o ino-
sitol tri-fosfato, adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
ou proteinas quinases.!'%!3

A proposta deste trabalho foi estudar os efeitos
a médio prazo (15 e 30 dias) da vagotomia subdia-
fragmatica seletiva sobre a permeabilidade ao Ca**
na presenca da glicose e o efeito potencializador da
carbamilcolina sobre a estimulagdo com glicose.
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Material e Métodos

Foram utilizados ratos Wistar, de 3 meses de
idade, pesando entre 280 e 300g. Os animais foram
mantidos em condi¢des de fotoperiodo controlado
(12:12 h, luz acesa as 6:00). Agua e ragdo foram su-
pridas ad libitum. Os ratos foram distribuidos nos gru-
pos experimentais: controle e submetidos a vagotomia
seletiva do ramo pancreatico. Cabe ressaltar que o
grupo controle (considerado integro) ndo foi submeti-
do a nenhum procedimento cirdrgico. Os efeitos da
vagotomia foram estudados a curto e médio prazo (15
e 30 dias ap0s a cirurgia) sobre o fluxo de ¥*Ca** em
ilhotas isoladas. A vagotomia foi efetuada sob anestesia
com pentobarbital sédico (50mg/Kg de peso, ip) apos
tricotomia e assepsia com dlcool na regido abdominal.
A seguir foi feita uma incisdo no abdémen logo abaixo
do externo, expondo a por¢ao do esdfago abaixo do
hiato esofagiano para evidenciar os troncos vagais,
posterior e anterior, e as suas ramificagdes: gastricas,
hepatica, celiaca (pancreética) e celiaca acessoria.'?

O isolamento das ilhotas foi realizado segundo
o método da colagenase.'* Para incubac@o e perfu-
sdo foi utilizado a solucdo de KREBS (mM; Na*, 139,0;
K*,5,0; Ca*, 2,6; Mg**, 1,0; CI, 123,6; HCO,", 24,0)
acrescida de 0,5% (m/v) de albumina bovina sendo o
pH equilibrado em 7,4 através de gaseamento com car-
bogénio. Depois de isoladas, 250 ilhotas foram deposi-
tadas em camara forrada com filtro de acetato de celu-
lose (8 wm, Millipore, France). O sistema de perfusdo
foi constituido por um banho-maria para manter cons-
tantes a temperatura (36+2°C) e a pressdo das solu-
¢oes de perfusio impelida por uma bomba peristaltica
de 2 canais (Minipuls 2, Gilson Medical Electronics,
Franga) para impulsionar as solugdes perfusoras para
a camara contendo ilhotas. As solugdes de KREBS,
controle e experimental, que perfundiram, alternada-
mente, as ilhotas eram provenientes de 2 frascos man-
tidos no banho-maria e foram continuamente gasea-
das. O efluente foi coletado a cada dois minutos, em
frascos apropriados para a contagem de radioativida-
de. O fluxo foi ajustado para 1 ml/minuto. A defasa-
gem entre a mudanca de posicao das valvulas (tornei-
ras) e o inicio da troca das solu¢des nas camaras foi
devidamente computado na elaboragdo dos graficos.

Protocolos Experimentais

Inicialmente foi avaliada a resposta das ilhotas
a glicose. Na primeira fase do efluxo (controle) as



Medicina (Ribeirao Preto) 2009;42(2): 151-6
http://www.fmrp.usp.br/revista

ilhotas foram perfundidas com solucio de KREBS
desprovida de glicose e, apds o 10° minuto, foi trocada
pela solugdo de KREBS contendo 16,7 mM de glicose.
Seqiiencialmente foi avaliada a resposta a carbamil-
colina de forma que inicialmente as ilhotas foram
perfundidas com solu¢do de KREBS contendo 5,6 mM
de glicose (G5,6) a qual apds o 10° minuto foi trocada
pela solu¢do de KREBS contendo glicose 5,6 mM e
100mM de carbamilcolina (G 5,6 + CCh). Para anali-
sar os efeitos da vagotomia seletiva sobre a permea-
bilidade da membrana da célula b sobre o efluxo de
4Ca?*, além da descricéo das variagdes do fluxo in-
duzido pelas mudancas indicadas no protocolo ex-
perimental, foram calculadas as dreas sob as curvas
(expressas em unidade arbitrédria) para os intervalos
entre 0 42° - 50° minutos. As estimativas dos valores
das dreas sob as curvas foram obtidas através do pro-
grama ORIGIN 2.8. Na andlise estatistica as areas
sob a curva dos efluxos de ¥*Ca?* foram comparados
através da andlise de variancia, seguida pelo teste de
Tukey. Foram admitidas como significativas as dife-
rengas p<0,05.
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Resultados

Mudangas em fluxos idnicos sdo eventos inici-
ais na cadeia de reagdes que levam a secrecdo de
insulina induzida por glicose. Estes envolvem inicial-
mente varia¢des do efluxo de K* e de Ca?*. Primeira-
mente, estudamos as modifica¢des dos fluxos de
4Ca?*, induzidas pela estimulagio de ilhotas de Lan-
gerhans de ratos com 16,7mM de glicose. Em ilhotas
isoladas de ratos controle (integros), 6 minutos apds a
introducdo de 16,7 mM de glicose o efluxo dobrou em
relagdo aos dltimos minutos do periodo controle, sen-
do mantido em platd até o final da perfusdo como pode
ser observado na Figura 1.

A comparacio entre as dreas do periodo con-
trole e experimental mostra uma drea menor nos gru-
pos vagotomizados 15 e 30 dias (15D=12,66+1,71;
30D=12,06+2,16 unidades arbitrarias) em compara-
¢do a calculada para o grupo controle (C=21,8+5,67
unidade arbitraria). Desta forma, ilhotas isoladas de
ratos 15 ou 30 dias apds serem vagotomizados ndo
demonstraram variagdo da razdo de efluxo, apds a
introdugdo de 16,7 mM de glicose (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da adi¢ao de glicose sobre a dinamica do efluxo fracional de “°Ca?* em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos controle
e vagotomizados apds o periodo pds-operatdrio de 15 ou 30 dias denominados respectivamente de VGTP15 e VGTP30. Apés adaptacao,
as ilhotas foram perfundidas com solucdo de KREBS-bicarbonato desprovida de glicose até o 40° minutos. A linha vertical interrompida
indica o inicio da perfusédo com 16,7 mM de glicose. Cada ponto representa a média de 4 camaras, cada qual, contendo 250 ilhotas.
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Também avaliamos se a vagotomia promoveu
alteracOes da sensibilidade das células 3 a carbamil-
colina (como substituto de acetilcolina) em presenca
de 5,6 mM de glicose, sobre o efluxo de ¥*Ca?* como
mostra a figura 2. Em ilhotas isoladas de ratos contro-
le, a adi¢do de carbamilcolina (100 uM) a solugdo
perfusora induziu aumento transiente do efluxo de
43Ca?* ap6s os primeiros 5 minutos, permanecendo
elevada em relagdo ao periodo precedente por 8 mi-
nutos (p< 0,05), este aumento foi também calculado
pela comparacio entre as dreas do periodo controle e
experimental o qual mostrou que a 4rea do controle
foi maior do que as dreas dos grupos vagotomizados
15e30dias (17,76+3,92 controle; 10,31+2,04 vagoto-
mizado 15 dias; 11,19+2,01 vagotomizado 30 dias). No
entanto, nas ilhotas isoladas de ratos submetidos a
vagotomia posterior (ramo pancreético), a resposta a
carbamilcolina foi abolida, mantendo a mesma veloci-
dade de efluxo do periodo que antecedeu a adi¢do da
carbamilcolina. Estes resultados sugerem que tenha
ocorrido redugdo da sensibilidade colinérgica nas ilhotas
nos 15 e 30 dias apds a vagotomia.

Medicina (Ribeirao Preto) 2009;42(2): 151-6
http://www.fmrp.usp.br/revista

Discussao

Dentre os inumeros fatores que regulam a se-
crecdo de insulina, destacam-se os hormdnios, os fons,
varios fdrmacos, os co-fatores metabdlicos e princi-
palmente os nutrientes, como a glicose e alguns ami-
noécidos. O controle neural da secrecdo da insulina
assume papel muito importante na regulacdo da se-
cre¢do, modulando a atividade das células [ antes,
durante e apds a ativagdo do mecanismo secretor. A
antecipacdo de resposta das ilhotas, aumentando a
secrecdo de insulina antes do aumento de glicose no
fluxo sangiiineo pancredtico é chamada de fase cefa-
lica da secre¢@o de insulina.'®

Em individuos sadios, o controle deste status
reflete a atividade conjunta do sistema nervoso sim-
pético e parassimpdtico. A inervagado parassim-
pédtica desempenha papel estimulatério, usual-
mente chamado potencializador, através dos recep-
tores muscarinicos M3 que participam da modula-
¢do do processo secretério da insulina induzida pela
glicose.!6- 17
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Figura 2: Efeito de (100uM) de carbamilcolina sobre a constante de efluxo fracional de “Ca?* em ilhotas pancreaticas isoladas de ratos
controle e de ratos submetidos a vagotomia pancreatica 15 e 30 dias denominados respectivamente de VGTP15 e VGTP30. As ilhotas
foram perfundidas em solugdo de KREBS-bicarbonato contendo 5,6 mM de glicose, durante toda a perfusao. A linha interrompida indica
o momento de introducé@o da carbamilcolina. Cada ponto representa a média de 04 camaras, cada qual contendo 250 ilhotas.
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O desaparecimento da fase cefalica da secre-
¢do é uma das ocorréncias mais precoces no estabe-
lecimento do diabetes e ha intimeras evidéncias indi-
cando que alteragdes da fungdo vagal estdo envolvi-
das. 1819

A participacdo da neuroregulacio no processo
secretorio de insulina tem sido objeto de estudo em
humanos submetidos a vagotomia troncular e € muito
importante de ser considerada o seu comprometimen-
to em individuos submetidos a cirurgias em areas ou
préximas ao pancreas, figado e estdmago.?’ Diversos
autores tém avaliado a participag¢do do ramo celiaco
vagal, suas relagdes com o sistema hepato-portal bem
como o envolvimento das vias vagais eferentes na
regulacdo da secrec@o de insulina.?! A modulagio da
secrecdo de insulina pelo sistema nervoso parassim-
patico foi demonstrada por meio de estimulagdo elé-
trica direta do tronco vagal ou dos ramos do vago pos-
terior comparando as respostas com a estimulacdo de
outros ramos vagais.®

A secrecido de insulina estd intimamente relaci-
onada as variagdes da condutincia idnica e da con-
centracdo de Ca?* das células 3. A compreensdo do
mecanismo de secrecdo de insulina avangou muito ao
longo dos ultimos 20 anos, em especial quanto aos
eventos que se seguem ao estimulo por glicose??.

Diferentes estudos tém relatado que tanto a gli-
cose como a carbamilcolina, promovem aumento do
efluxo de #*Ca* que é resultante da combinagdo en-
tre o cation acumulado no interior das células e aquele
resultante do influxo e provocado pelo estimulo.?>?
Em nosso estudo, a sec¢c@o do ramo pancredtico vagal
provocou alteragdes da permeabilidade da membrana
ao ¥Ca?, tornando-a ndo responsiva a glicose. Na
auséncia da inervagdo parassimpatica pode deve ter
ocorrido alteragdes em alguma das etapas iniciais do
acoplamento estimulo-secrecio, dependente da glico-
se, as quais precedem as mudancas na permeabilida-
de ao Ca?*, uma vez que, o sistema nervoso paras-
simpdético exerce agdo moduladora na funcionalidade
da célula B.

Também a resposta das ilhotas ao estimulo com
carbamilcolina foi abolida pela vagotomia pancreati-
ca. Na década de 90, existiu uma grande divergéncia
quanto a a¢do da carbamilcolina sendo sugerido que a
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substincia poderia provocar alteragcdes na permeabili-
dade da membrana, modificando o fluxo idnico e com
isto mudando o padrio fisioldgico das células 3 de ra-
tos e de camundongos integros em presenca de glico-
se em concentragdo préxima ao limiar de estimula-
¢ao.

Outra alternativa para o aumento do efluxo de
43Ca?*, estimulados pela acetilcolina, poderia envol-
ver a participacdo dos canais de Na*. Neste sentido,
foi verificado que retirando-se o Na* da solucdo ex-
tracelular, foram abolidos os efeitos da acetilcolina
sobre a atividade elétrica e sobre estes fluxos i0nicos,
sugerindo uma relag@o funcional entre a acio colinér-
gica e a permeabilidade ao Na*, favorecendo a des-
polarizagdo da célula beta.>*

Os presentes resultados mostram que a vago-
tomia pancredtica, afeta a permeabilidade da mem-
brana ao Ca?*, sugerindo que a sensibilidade & carba-
milcolina (aqui utilizada em substituicio a acetilcolina
para obter maior duragdo do efeito) desapareceu em
virtude da previsivel diminuicio de seus receptores na
membrana. Todavia, como a sensibilidade a glicose
também foi abolida é possivel que ambas as formas
de estimulo partilhem, ou ativem alguma etapa inicial
do mecanismo de secrecdo de insulina que antecede
as modificacdes das permeabilidades idnicas da mem-
brana.

Os resultados mostram que a resposta ao esti-
mulo induzido por glicose ou por carbamilcolina em
célula 3 de ratos vagotomizados foi alterada, reduzin-
do o aumento do efluxo que ocorre em ilhotas de ratos
controle quando estimuladas por agentes secretagogos
ou potencializadores da secre¢io. E possivel que a
permeabilidade da membrana esteja afetada devido a
auséncia do trofismo mediado pela inervagdo vagal.
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ABSTRACT

The participation of the parasympathetic nervous system in insulin secretion modulation is clearly evi-
dent during the cephalic phase that follows the sensorial stimulus provoked by food in the mouth. The
objective of this study was to evaluate if selective subdiaphragmatic vagotomy of the pancreatic branch
could alter “°Ca?* permeability in the plasmatic membrane of pancreatic B cell. To assess the effects of
vagotomy, we used glucose and the potentializer carbamylcholine on the glucose effects. Analysis of
45Ca?* efflux was accomplished in isolated islets by digestion with collagenase and perfused with KREBS
and carbamylcholine in rats from groups control and denervaded. After 15 and 30 days of the pancreatic
branch vagotomy, the isolated islets did not respond to a glucose stimulus of 16,7 mM and also pre-
sented alteration in carbamylcholine sensibility (CCh 100 um) when added to the solution containing 5,6
mM of glucose. Our results suggest that the vagus nerve (pancreatic branch) contributes with regulation
of insulin secretory process of pancreatic 3 cells. This effect could be associated to the modulation of
responses induced by glucose and the regulation of acetylcholine, a neurotransmitter modulator of
insulin secretion.

Key words: Acetylcholine. Insulin/Secretion. Carbamylcholine. Insulin-Secreting Cells. Parasympathetic

Nervous System.
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