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INTRODUÇÃO 
O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença sistêmica que se 

caracteriza pela alteração na liberação de insulina através das 

células β-pancreáticas ou pela redução da absorção da glicose 

pelas células do organismo por deficiência no transportador de 

glicose GLUT 4 , que são os mecanismos responsáveis pela 

alteração nos níveis de glicose no sangue. (BRINKMAN, 2017; 

COSTABILE; SARNSAMAK; HAUGE-EVANS, 2018; CRAWFORD, 2017; 

D’ALEO et al., 2011; PEDERSEN et al., 2013; PROF DANEMAN, 2006; 

RORSMAN et al., 2011).  

O tratamento do diabetes do tipo 1 ou 2 pode ser bastante invasivo 

com a necessidade de várias aplicações diárias de insulina exógena, 

que causam dores físicas e psicológica.  Pode também  ser 

utilizadas drogas para inibir ou estimular a secreção de insulina 

associadas ou não a insulina (JIAOJIAO et al., 2018). Os indivíduos 

portadores da doença muitas vezes possuem a massa de células β-

pancreáticas reduzidas nas ilhotas de Langerhans e as restantes 

que continuam a secretar insulina, fazem em menor quantidade. 

(GASTALDELLI, 2011) 

A regulação dos níveis de glicose sanguínea é realizada pela parte 

endócrina do pâncreas que controla a secreção de insulina 

realizada pelas células beta-pancreáticas ao detectar os níveis 

elevados de glicose no plasma. (BERTRAM; SHERMAN; SATIN, 2010; 

CADE; HANISON, 2017; JOUVET; ESTALL, 2017; PEDERSEN, 2007). 

Para controlar o teor de açúcar no sangue, ocorrem alterações 

características nas propriedades biofísicas das células beta 

estimuladas por glicose. São geradas nestas células alterações na 

permeabilidade da membrana das células beta e, em decorrência 

disso, despolarizações e repolarizações ocorrem na membrana 

dessas células, produzindo uma atividade elétrica denominada de 

burst que controla o processo da secreção da insulina. 

 A atividade elétrica das células beta depende de canais iônicos e 

seus mecanismos de gating, sendo a concentração de cálcio (Ca2+) 

no citosol um fator preponderante no controle da secreção da 

insulina. Durante a fase ativa dos potenciais “bursts”, o Ca2+ entra 

na célula através de canais de cálcio voltagem dependentes, 

elevando a concentração desse íon. Durante a fase silenciosa, o 

Ca2+ é removido do citosol por bombas de cálcio, diminuindo sua 

concentração (CHA; POWELL; NOMA, 2011; FARASHI; SASANPOUR; 

RAFII-TABAR, 2018; FRIDLYAND; TAMARINA; PHILIPSON, 2010). 

Durante a ativação celular gera-se o “Bursting”, que significa 

sequência de disparos na fase ativa do potencial de membrana 

dependentes das oscilações de cálcio e que está relacionado à 

secreção de insulina, como foi relatado pela primeira vez em 

estudos in vitro de ilhotas por Dean e Mathews em 1970 (DEAN; 

MATTHEWS, 1970). Desde então tem sido rotineiramente observado 

e bem caracterizado em muitos outros estudos (BERTRAM; 

SHERMAN; SATIN, 2010). Esses “Burstings” de potenciais são 

repetitivos e intimamente relacionados com a regulação da glicose 

induzida por secreção de insulina em células beta-pancreáticas 

(BARG et al., 2001; CHA; POWELL; NOMA, 2011). Dependendo da 

quantidade de glicose presente no organismo é necessário um 

tempo maior para a regulação de seus níveis no sangue, portanto 

níveis elevados de glicose exigem “Burst” com maior duração de 

fase ativa causando assim o aumento de sua largura que provoca 

maior secreção de insulina. (RORSMAN; ASHCROFT, 2018) 

Alguns indivíduos podem não ter a capacidade de produzir a 

secreção necessária de insulina nas células beta. Entretanto, 

estudos relataram que, indivíduos com resistência à insulina 

(diabetes não dependente de insulina) apresentam diminuição 

tanto na massa de células beta, quanto nos grânulos de secreção 

de insulina (GASTALDELLI, 2011). O Diabetes Mellitus representa 

uma das principais causas de doenças cardiovasculares, morbidade 

e mortalidade nos países ocidentais (DAVÌ; VAZZANA; SESTILI, 

2012), sendo a doença mais devastadora, crônica e não 

transmissível e que se tornou um sério problema global de saúde 

(SHEIK ABDULAZEEZ, 2013). 

Os métodos químicos de tratamento para a diabetes não são 

plenamente eficazes e têm efeitos colaterais. Assim, há uma busca 

óbvia para um tratamento alternativo com métodos adequados 

(SHEIK ABDULAZEEZ, 2013). A compreensão dos mecanismos de tais 

efeitos exige desenvolvimento de novos equipamentos e modelos 

matemáticos que representem adequadamente a dinâmica nas 

ilhotas pancreáticas. Um dos modelos matemáticos mais estudados 

é aquele do tipo Hodgkin-Huxley, que foi utilizado por NEVES e 

colaboradores (2014) para demonstrar que pulsos externos de 

baixas voltagens influenciam na secreção de insulina, pois 

favorecem a manutenção da fase ativa “Burst”, podendo assim 

promover maior secreção de insulina. Atualmente, processos de 

percepção e transdução de sinal por organismos vivos atrai a 
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atenção de pesquisadores em vários campos de estudos. Um dos 

aspectos importantes é a sensibilidade de sistemas vivos a sinais 

externos de baixa voltagem (NEVES et al., 2014; ZADOROSNY et al., 

2015). Construir um aparelho de baixo custo que possa controlar 

com pulsos de voltagens o funcionamento das ilhotas de 

Langerhans no processo da secreção de insulina, mostra-se uma 

alternativa inovadora ao tratamento do DM2. Esta proposta foi 

motivada pelo estudo teórico que realizamos sobre a relação entre 

pulsos de voltagens e a resposta elétrica das células beta 

pancreáticas (GONZÁLEZ; DA SILVA; ALBUQUERQUE NOGUEIRA, 

2018). 

Portanto, o objetivo do nosso trabalho é construir um gerador de 

pulsos de voltagem extremamente baixa, bem como desenvolver 

um sistema experimental que permita estimular ilhotas de 

Langherans de ratos in vitro. 

 

METODOLOGIA 
Construção de um gerador de pulsos elétricos para controle da 

secreção de insulina em ilhotas de Langerhans.  

 A execução dessa proposta será realizada em duas etapas:  

1. Adaptação de um gerador de voltagens de baixas 

amplitudes, com materiais de baixo custo;  

2. Desenvolvimento de um sistema experimental que permita 

a aplicação de pulsos elétricos em ilhotas de Langerhans de ratos 

in vitro. 

 

Etapa 1: Utilização de um gerador de voltagens de baixas 

amplitudes, com materiais de baixo custo. 

Nos últimos anos, a comunidade científico-tecnológica propôs uma 

plataforma eletrônica de código aberto, denominada "Arduino", 

para monitorar e controlar hardware experimental. Um Arduino é 

composto por um microcontrolador localizado em uma pequena 

placa de circuito impresso (PCI) com chip programável. Devido a 

sua interface amigável e simples de programar e reprogramar, 

bastando apenas utilizar um cabo USB para transmitir o código que 

é construído com uma versão simplificada da linguagem de 

programação C++. O “Arduino” possui muitas aplicações na 

construção de equipamentos científicos como osciloscópio, sistema 

de análise de fluxo, colorímetro, análise de amostras por 

eletroforese capilar e monitoramento de temperatura e umidade 

(BADAMASI, 2014; D’AUSILIO, 2012; KOENKA; SÁIZ; HAUSER, 2014; 

PEARCE, 2012). 

Para construir o gerador de função foi utilizada como base a placa 

de circuito impresso do “Pulse Pal” versão 2.0 (Figura 1), que é um 

gerador de trem de pulsos de código aberto de baixo custo, cujo os 

componentes para sua montagem são obtidos com facilidade 

(SANDERS; KEPECS, 2014).  

 

 
Figura 1: Placa de circuito impresso do “PULSE PAL”. 

 

 O Pulse Pal passa os sinais lógicos do acionador de entrada através 

de um circuito incorporado (IC em inglês) que possui função 

semelhante a um fusível protegendo os pinos de entrada do 

microcontrolador. Os sinais de disparo são então lidos pelo 

microcontrolador ARM Cortex M3 da Pulse Pal. O microcontrolador 

gera formas de onda analógicas controladas por conversor digital-

analógico (DAC em inglês) de 4 canais (AD5724RBREZ-ND, na versão 

2.0), configurado com circuitos de saída bipolar. Este circuito de 

saída consiste em um amplificador operacional (TL084ACN, Texas 

Instruments) e dois resistores de 10k (R3, R4) que dividem a tensão 

de referência do DAC, fornecendo coletivamente voltagens de 

saída na faixa de -10 a +10V de cada (unipolar) canal de saída do 

DAC. O circuito de disparo e estimulação do “Pulse Pal” para um 

único canal de saída de disparo analógico é mostrado na figura 2, o 

mesmo circuito se aplica a todos os 4 canais.(SANDERS; KEPECS, 

2014) 

 

Figura 2: Placa de circuito impresso. Apresenta a localização exata de todos os 

componentes eletrônicos que compõem o aparelho, facilitando a sua montagem e 

soldagem. Fonte (SANDERS; KEPECS, 2014) 

 

 
Figura 3. Projeto do gerador de pulsos: o DAC original do Pulse Pal foi trocado pelo 

AD5754RBREZ-ND que possui 16 bits disponíveis, trazendo com isso maior precisão e 

controle das voltagens de saída.  

 

Para aplicar nossos estímulos trocamos o DAC original do Pulse Pal 

pelo AD5754RBREZ-ND que possui 16 bits disponíveis trazendo com 

isso maior precisão e controle das voltagens desejadas. Isso 

permitiu que o mesmo pudesse emitir pulsos em milivolts (mV), 

necessários para nosso experimento, também trocamos o Arduino 

DUE original do projeto por uma Arduino Mega por uma questão de 

compatibilidade da placa com as bibliotecas utilizadas no código 

mais simples que foi escrito para aplicação dos pulsos. Tais 

alterações podem ser visualizadas na figura 3.  

 

Etapa 2: desenvolvimento de um sistema experimental que 

permita a aplicação de pulsos elétricos em ilhotas de Langerhans 

de ratos in vitro.   

A extração do pâncreas 

Para retirada do pâncreas, os ratos devem ser eutanasiados por 

aprofundamento anestésico com associação de cetamina 75 – 

100mg/Kg e xilazina 5 – 10mg/Kg em dosagem 2 vezes acima da 

recomendada para anestesia por via intraperitoneal (LANG et al., 

1987; PENICAUD et al., 1987). Em seguida o rato deve ser 

posicionado em decúbito ventral com as patas em extensão e 

realizada a tricotomia e antissepsia do campo cirúrgico com etanol 

A 

B 

D C 
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a 70%, após esterilização deve ser realizada uma incisão ao redor 

do abdome superior para expor o fígado e os intestinos visando a 

perfusão com colagenase tipo XI (1000 Uml-1) dissolvida em 1 parte 

de HBSS (LI et al., 2009), para distender o pâncreas e facilitar 

posteriormente sua remoção para isolamento das ilhotas de 

Langerhans.  

Na perfusão a ampola será pinçada utilizando uma pinça 

hemostática curvada, em seguida uma injeção lenta da primeira 

metade da solução colagenase V é aplicada no ducto biliar comum 

através da articulação do ducto hepático e do ducto cístico, 

posteriormente, a velocidade de injeção é aumentada e ao final o 

pâncreas distendido é coletado a partir do duodeno e evitando ao 

máximo o aglomerado de tecido adiposo. 

 

Isolando as ilhotas de Langerhans 

Após ser removido o pâncreas deve ser colocado num tubo Falcon 

de 50 ml, contendo solução de colagenase e levado ao banho-maria 

a 37.5 ° C por 15 min para digestão dos tecidos em volta do 

pâncreas, sendo agitado brevemente por duas a três vezes 

manualmente durante o tempo de incubação. Após a incubação, o 

tubo deve ser agitado vigorosamente com a mão para romper o 

pâncreas até que a suspensão fique homogênea. 

Terminada a digestão o tubo deve ser colocado em gelo e 

adicionada solução de CaCl2 (1mM) dissolvido em 1 parte de HBSS, 

e posteriormente, centrifugada a 290g durante 30s a 4 °C e o 

sobrenadante descartado. Em seguida, deve ser ressuspendidos o 

sedimento com solução de CaCl2 gelada, e centrifugado novamente 

a 290g durante 30s a 4 °C sendo descartado o sobrenadante. 

Os sedimentos devem ser ressuspendidos com solução de CaCl2 para 

filtragem em uma peneira de células de 70 μm. 

As ilhotas capturadas na filtragem devem ser transferidas para uma 

placa de Petri com 30 ml de uma solução de L-glutamina (20mM), 

penicilina (100Uml−1), estreptomicina (100μgml−1) e FBS (10%), em 

meio de cultura RPMI 1640, posteriormente, as ilhotas de 

Langerhans devem ser incubadas a 37 ° C suplementada com 5% 

CO2. 

 

A aplicação de pulsos elétricos nas ilhotas 

Após 12h de incubação o soro com as ilhotas deverá ser transferido 

para tubos de Eppendorf com capacidade para 2 ml visando a 

aplicação dos pulsos elétricos nas ilhotas. Após a aplicação de 

pulsos com equipamento construído nesse trabalho medem-se os 

níveis de insulina nos poços estimulados e não estimulados. Este 

protocolo permitirá avaliar a secreção de insulina em resposta aos 

pulsos elétricos. 

Para obtenção dos níveis de secreção de insulina pelas ilhotas de 

Langerhans deve ser usado um espectrofotômetro UV/VIS 

utilizando um comprimento de onda variando entre 260-300nm 

para quantificar a insulina secretada. 

O objetivo desse procedimento in vitro foi parametrizar a secreção 

da insulina frente aos pulsos de voltagens visando à construção de 

um sistema elétrico que possa controlar a secreção de insulina no 

pâncreas.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
O equipamento gerador de pulsos construído foi testado em 

osciloscópio (RIGOL 5102M), para verificarmos se os pulsos de baixa 

voltagem programados no Arduino estavam realmente saindo do 

equipamento. Inicialmente fizemos o teste das conexões do 

aparelho com o computador (figura 4) para compilar e transmitir o 

código para o Arduino e por sua vez gerar os pulsos de baixa 

voltagem.  

 

 
Figura 4: Setup de testes do gerador de pulsos de baixa voltagem. 

 

Em seguida iniciamos o processo de configuração do equipamento 

para emitir em cada uma das 4 saídas de diferentes valores de 

pulsos simultâneos, sendo necessário esse procedimento para 

ajustar os valores inteiros que serão interpretados pelo DAC para 

emissão dos pulsos de baixas voltagens. Podemos observar que o 

equipamento funcionou plenamente emitindo os pulsos de baixas 

voltagens. Na Fig 5 pode ser observado três diferentes valores 

médios de voltagens ao longo do tempo. 

 

 Figura 5: Pulsos elétricos de baixa voltagem. (A) Pulso de 0,77 mV, (B) pulso de 2,15 mV 

e (C) pulso de 4 mV. 

 

Na Fig. 5 pode-se observar um pulso de 0,77 mV muito próximo a 

linha de base (0 mV), um pulso de 2,15 mV e um outro de 4 mV.  

Esses resultados mostram que o gerador de pulso para baixas 

voltagens está funcionando adequadamente, e pode ser usado no 

sistema experimental para aplicação dos pulsos elétricos nas 

ilhotas de Langerhans de ratos in vitro, que será a próxima do 

projeto.  

  

CONCLUSÃO 
 Como perspectiva futura o nosso grupo pretende testar o 

equipamento construído realizando o protocolo experimental aqui 

proposto para comprovar a viabilidade do equipamento como 

forma alternativa para o tratamento do diabetes menos invasiva 

que o tratamento convencional com insulina exógena. 
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