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INTRODUCAO
O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca sistémica que se
caracteriza pela alteracdo na liberacdo de insulina através das
células B-pancreaticas ou pela reducdo da absorcdo da glicose
pelas células do organismo por deficiéncia no transportador de
glicose GLUT 4 , que sao os mecanismos responsaveis pela
alteracdo nos niveis 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 varias aplicacdes diarias de insulina exogena,
que causam dores fisicas e psicolégica. Pode também  ser
utilizadas drogas para inibir ou estimular a secrecao de insulina
associadas ou nao a insulina (JIAQJIAO et al., 2018). Os individuos
portadores da doenca muitas vezes possuem a massa de células B-
pancreaticas reduzidas nas ilhotas de Langerhans e as restantes
que continuam a secretar insulina, fazem em menor quantidade.
(GASTALDELLI, 2011)
A regulacdo dos niveis de glicose sanguinea é realizada pela parte
endocrina do pancreas que controla a secrecdao de insulina
realizada pelas células beta-pancreaticas ao detectar os niveis
elevados de glicose no plasma. (BERTRAM; SHERMAN; SATIN, 2010;
CADE; HANISON, 2017; JOUVET; ESTALL, 2017; PEDERSEN, 2007).
Para controlar o teor de agUcar no sangue, ocorrem alteragoes
caracteristicas nas propriedades biofisicas das células beta
estimuladas por glicose. Sao geradas nestas células alteracdes na
permeabilidade da membrana das células beta e, em decorréncia
disso, despolarizacoes e repolarizacdes ocorrem na membrana
dessas células, produzindo uma atividade elétrica denominada de
burst que controla o processo da secrecao da insulina.
A atividade elétrica das células beta depende de canais i6nicos e
seus mecanismos de gating, sendo a concentracao de calcio (Ca%)
no citosol um fator preponderante no controle da secrecao da
insulina. Durante a fase ativa dos potenciais “bursts”, o Ca’* entra
na célula através de canais de calcio voltagem dependentes,
elevando a concentragdo desse ion. Durante a fase silenciosa, o
Ca?* é removido do citosol por bombas de calcio, diminuindo sua
concentracao (CHA; POWELL; NOMA, 2011; FARASHI; SASANPOUR;
RAFII-TABAR, 2018; FRIDLYAND; TAMARINA; PHILIPSON, 2010).

Durante a ativacao celular gera-se o “Bursting”, que significa
sequéncia de disparos na fase ativa do potencial de membrana
dependentes das oscilagcbes de calcio e que esta relacionado a
secrecao de insulina, como foi relatado pela primeira vez em
estudos in vitro de ilhotas por Dean e Mathews em 1970 (DEAN;
MATTHEWS, 1970). Desde entao tem sido rotineiramente observado
e bem caracterizado em muitos outros estudos (BERTRAM;
SHERMAN; SATIN, 2010). Esses “Burstings” de potenciais sao
repetitivos e intimamente relacionados com a regulacao da glicose
induzida por secrecdo de insulina em células beta-pancreaticas
(BARG et al., 2001; CHA; POWELL; NOMA, 2011). Dependendo da
quantidade de glicose presente no organismo é necessario um
tempo maior para a regulacao de seus niveis no sangue, portanto
niveis elevados de glicose exigem “Burst” com maior duracdo de
fase ativa causando assim o aumento de sua largura que provoca
maior secrecao de insulina. (RORSMAN; ASHCROFT, 2018)

Alguns individuos podem nao ter a capacidade de produzir a
secrecao necessaria de insulina nas células beta. Entretanto,
estudos relataram que, individuos com resisténcia a insulina
(diabetes nao dependente de insulina) apresentam diminuicao
tanto na massa de células beta, quanto nos granulos de secrecédo
de insulina (GASTALDELLI, 2011). O Diabetes Mellitus representa
uma das principais causas de doencas cardiovasculares, morbidade
e mortalidade nos paises ocidentais (DAVI; VAZZANA; SESTILI,
2012), sendo a doenca mais devastadora, cronica e nao
transmissivel e que se tornou um sério problema global de salde
(SHEIK ABDULAZEEZ, 2013).

Os métodos quimicos de tratamento para a diabetes nao sdo
plenamente eficazes e tém efeitos colaterais. Assim, ha uma busca
obvia para um tratamento alternativo com métodos adequados
(SHEIK ABDULAZEEZ, 2013). A compreensao dos mecanismos de tais
efeitos exige desenvolvimento de novos equipamentos e modelos
matematicos que representem adequadamente a dinamica nas
ilhotas pancreaticas. Um dos modelos matematicos 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 secrecao de insulina, pois
favorecem a manutencao da fase ativa “Burst”, podendo assim
promover maior secrecao de insulina. Atualmente, processos de
percepcao e transducao de sinal por organismos vivos atrai a
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atencao de pesquisadores em varios 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 secrecao de insulina, mostra-se uma
alternativa inovadora ao tratamento do DM2. Esta proposta foi
motivada pelo estudo tedrico que realizamos sobre a relagao entre
pulsos de voltagens e a resposta elétrica das células beta
pancreaticas (GONZALEZ; 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

Construcdo de um gerador de pulsos elétricos para controle da
secregao de insulina em ilhotas de Langerhans.

A execucao dessa proposta sera realizada em duas etapas:

1. Adaptacao de um gerador de voltagens de baixas
amplitudes, com materiais de baixo custo;

2. Desenvolvimento de um sistema experimental que permita
a aplicacdo de pulsos elétricos em ilhotas de Langerhans de ratos
in vitro.

Etapa 1: Utilizacdo de um gerador de voltagens de baixas
amplitudes, com materiais de baixo custo.

Nos ultimos anos, a comunidade cientifico-tecnologica propds uma
plataforma eletronica de cddigo aberto, denominada "Arduino”,
para monitorar e controlar hardware experimental. Um Arduino é
composto por um microcontrolador localizado em uma pequena
placa de circuito impresso (PCl) com chip programavel. Devido a
sua interface amigavel e simples de programar e reprogramar,
bastando apenas utilizar um cabo USB para transmitir o codigo que
é construido com uma versao simplificada da linguagem de
programacao C++. O “Arduino” possui muitas aplicacdes na
construcdo de equipamentos cientificos como osciloscopio, sistema
de andlise de fluxo, colorimetro, analise de amostras por
eletroforese capilar e monitoramento de temperatura e umidade
(BADAMASI, 2014; D’AUSILIO, 2012; KOENKA; SAIZ; HAUSER, 2014;
PEARCE, 2012).

Para construir o gerador de funcao foi utilizada como base a placa
de circuito impresso do “Pulse Pal” versao 2.0 (Figura 1), que é um
gerador de trem de pulsos de codigo aberto de baixo custo, cujo os
componentes para sua montagem sao obtidos com facilidade
(SANDERS; KEPECS, 2014).

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

O Pulse Pal passa os sinais logicos do acionador de entrada através
de um circuito incorporado (IC em inglés) que possui funcdo
semelhante a um fusivel protegendo os pinos de entrada do
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microcontrolador. Os sinais de disparo sao entdao lidos pelo
microcontrolador ARM Cortex M3 da Pulse Pal. O microcontrolador
gera formas de onda analdgicas controladas por conversor digital-
analogico (DAC em inglés) de 4 canais (AD5724RBREZ-ND, na versao
2.0), configurado com circuitos de saida bipolar. Este circuito de
saida consiste em um amplificador operacional (TLO84ACN, Texas
Instruments) e dois resistores de 10k (R3, R4) que dividem a tensao
de referéncia do DAC, fornecendo coletivamente voltagens de
saida na faixa de -10 a +10V de cada (unipolar) canal de saida do
DAC. O circuito de disparo e estimulacao do “Pulse Pal” para um
Unico canal de saida de disparo analdgico é mostrado na figura 2, o
mesmo circuito se aplica a todos os 4 canais.(SANDERS; KEPECS,
2014)
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Figura 2:Placa de circuito impresso. Apresenta a localizagdo exata de todos os
componentes eletrénicos que compdem 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 disponiveis, trazendo com isso maior precisao e
controle das voltagens de saida.

Para aplicar nossos estimulos trocamos o DAC original do Pulse Pal
pelo AD5754RBREZ-ND que possui 16 bits disponiveis trazendo com
isso maior precisao e controle das voltagens desejadas. Isso
permitiu que o mesmo pudesse emitir pulsos em milivolts (mV),
necessarios para nosso experimento, também trocamos o Arduino
DUE original do projeto por uma Arduino Mega por uma questao de
compatibilidade da placa com as bibliotecas utilizadas no codigo
mais simples que foi escrito para aplicacdo dos pulsos. Tais
alteragcoes podem ser visualizadas na figura 3.

Etapa 2: desenvolvimento de um sistema experimental que
permita a aplicacédo de pulsos elétricos em ilhotas de Langerhans
de ratos in vitro.

A extragdo do pdncreas

Para retirada do pancreas, os ratos devem ser eutanasiados por
aprofundamento anestésico com associacdo 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 decubito ventral com as patas em extensdo e
realizada a tricotomia e antissepsia do campo cirurgico com etanol
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a 70%, apos esterilizacdo deve ser realizada uma incisdo ao redor
do abdome superior para expor o figado e os intestinos visando a
perfusao com colagenase tipo Xl (1000 Uml-1) dissolvida em 1 parte
de HBSS (LI et al., 2009), para distender o pancreas e facilitar
posteriormente sua remocao para isolamento das ilhotas de
Langerhans.

Na perfusdo a ampola serd pincada utilizando uma pinca
hemostatica curvada, em seguida uma injecdo lenta da primeira
metade da solucdo colagenase V é aplicada no ducto biliar comum
através da articulacdo do ducto hepatico e do ducto cistico,
posteriormente, a velocidade de injecdo é aumentada e ao final o
pancreas distendido é coletado a partir do duodeno e evitando ao
maximo o aglomerado de tecido adiposo.

Isolando as ilhotas de Langerhans

Ap0s ser removido o pancreas deve ser colocado num tubo Falcon
de 50 ml, contendo solucao de colagenase e levado ao banho-maria
a 37.5 ° C por 15 min para digestao dos tecidos em volta do
pancreas, sendo agitado brevemente por duas a trés vezes
manualmente durante o tempo de incubagdo. Apds a incubagao, o
tubo deve ser agitado vigorosamente com a mao para romper o
pancreas até que a suspensao fique homogénea.

Terminada a digestao o tubo deve ser colocado em gelo e
adicionada solucao 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 solucao de CaCl; gelada, e centrifugado novamente
a 290g durante 30s a 4 °C sendo descartado o sobrenadante.

Os sedimentos devem ser ressuspendidos com solucao de CaCl; para
filtragem em uma peneira de células de 70 pm.

As ilhotas capturadas na filtragem devem ser transferidas para uma
placa de Petri com 30 ml de uma solucdo de L-glutamina (20mM),
penicilina (100Uml™"), estreptomicina (100pgml™) e FBS (10%), em
meio de cultura RPMI 1640, posteriormente, as ilhotas de
Langerhans devem ser incubadas a 37 ° C suplementada com 5%
COa.

A aplicagdo de pulsos elétricos nas ilhotas

Apos 12h de incubacéo o soro com as ilhotas devera ser transferido
para tubos de Eppendorf com capacidade para 2 ml visando a
aplicacdo dos pulsos elétricos nas ilhotas. Apds a aplicacdao de
pulsos com equipamento construido nesse trabalho medem-se os
niveis de insulina nos pocos estimulados e nao estimulados. Este
protocolo permitira avaliar a secrecao de insulina em resposta aos
pulsos elétricos.

Para obtencao dos niveis de secrecdo de insulina pelas ilhotas de
Langerhans deve ser usado um espectrofotometro 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 secrecao
da insulina frente aos pulsos de voltagens visando a construcao de
um sistema elétrico que possa controlar a secrecdo de insulina no
pancreas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 equipamento gerador de pulsos construido foi testado em
osciloscopio (RIGOL 5102M), para verificarmos se os pulsos de baixa
voltagem programados no Arduino estavam realmente saindo do
equipamento. Inicialmente fizemos o teste das conexdes do
aparelho com o computador (figura 4) para compilar e transmitir o
codigo para o Arduino e por sua vez gerar os pulsos de baixa
voltagem.
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Figura 4: Setup de testes do gerador de pulsos de baixa voltagem.

Em seguida iniciamos o processo de configuracao do equipamento
para emitir em cada uma das 4 saidas de diferentes valores de
pulsos simultaneos, sendo necessario esse procedimento para
ajustar os valores inteiros que serao interpretados pelo DAC para
emissdao dos pulsos de baixas voltagens. Podemos observar que o
equipamento funcionou plenamente emitindc os pulsos de baixas
voltagens. Na Fig 5 pode ser observado trés diferentes valores
médios de voltagens ao longo do tempo.
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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 proximo 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 esta funcionando adequadamente, e pode ser usado no
sistema experimental para aplicacao dos pulsos elétricos nas
ilhotas de Langerhans de ratos in vitro, que sera a proxima do
projeto.

CONCLUSAO

Como perspectiva futura o nosso grupo pretende testar o
equipamento construido 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 exdgena.
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