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Oral bypoglycemic agents represent a
useful tool in the treatment of maturity-
onset diabetes ' *. Many experiment-
al studies bave been carried out in an
effort to clarify the mechanism of their
bypoglyceric action ©. Although several
hypotheses bave been suggested con-
cerning the intrinsic mechanism, it is
generally agreed ithat their effect is
mainly mediated through B-cell insulin
release ** and also, presumably, by their
blocking effect on glucagon secretion .
We bave recently reported that the B-
cell does not release the same amount of
insulin throughout the day at least when
challenged by glucose®. On the other
band, the effect of insulin upon serum
glucose °, protein synthesis ® and glyco-
gen content in muscle  also undergoes
circadian variation. Thus, we assumed
that it should be profitable to investigate
the effect upon serum glucose levels of
a constant dosage of a bypoglycemtic
agent administered at different iimes
during the day. For this purpose, normal
mice were injected with glibenclamide

EFFETTO DI UN IPOGLICEMIZZANTE
ORALE SUT LIVELLI GLICEMICI IN FUN-
z1oNE DEL TEMPO. Gli antidiabetici ora-
li rappresentano un utile mezzo per il
trattamento del digbete dell’etd matu-
ra ® *» ¥ Numerose sono le ricerche spe-
rimentali condotte nel tentativo di chia-
rire il meccanismo della loro azione ipo-
glicemizzante *. Sebbene molte ipotesi
siano state formulate riguardo al loro
intrinseco meccanismo, si concorda ge-
neralmente nel ritenere che Peffetto di
queste sostanze sia mediato principal-
mente attraverso la liberazione di insu-
lina da parte delle cellule B ™ e, forse,
attraverso un’azione di blocco della se-
crezione di glicagone . Abblamo re-
centemente segnalato che la cellula B
non libera la stessa quantita di insulina
nel corso delle 24 h, per lo meno in ri-
sposta alla stimolazione con glucosio °.
Draltro canto, anche gli effetti dell’insu-
lina sulla glicemia®, sulla sintesi pro-
teica ® e sul contenuto in glicogeno del
muscolo ® sono soggetti a variazioni cir-
cadiane. Abbiamo pertanto ritenuto uti-
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at 4-b intervals, and serum glucose
changes were recorded.

METHODS

In this experiment, 8-weeks’ old mice of
the C3H-S sirain were used. The animals
were caged in groups of 10 in a room under
constant conditions of temperature and bu-
midity. The lighting in the roowm (fluorescent
light 40 W) was arranged so as to bave 12-h
light (from 6.00 a.m. to 6.00 pw.) ond 12-b
darkness (from 6.00 p.m. to 6.00 am.). The
feeding and activity babits of these animals
bave been previously reported’. Briefly, they
engage i food intake and activity during ihe
dark period. Therefore, in order to compare
the resulis obifained with these aﬁzimals o
human data, the darkness and light periods
are named respectively activity and resting
periods.

Lots of 20 arimals each were sacrificed by
decapitation at midnight, 4.00 am., 8.00 am.,
noon, 4.00 pam. and 8.00 pam. on different
days. Each time, 4 control animals were
sacrificed and the remaining animals were
injected 1.p. with gliaefzclrzmide (50 pglkg)
and subsequently killed in groups of four 43,
90, 180 and 360 min after injection. In each
mzmal both of the control and treated
group, a blood specimen was obtained from
the retro-orbital plexus through a beparinized
capillary tube ®. Glucose levels were deter-
mined in these samples with the o-toluidine
method?. The amouni of glibenclamide
injected had previously been proved to be
the winimal dosage apt to produce a sig-
uificant drop in serum glucose level. The in-
tervals at which blood samples were drawn
bad also been previously selected taking into
account the time elapsed before glucose levels
reached preinjection values.

The experimental data were statistically
processed by amalysis of wvariance’. The re-
gression curves throughont the 360 min in-
terpal fo lowing glibenclamide administration
were also obtained for every 4-b period.

RESULTS

Serum glucose values expressed in
g/ 100 i are listed in tab 1. Statisti-
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le esaminare leffetto esercitato sui li-
velli glicemici da una dose costante di
un ipoglicemizzante somministrato in
differenti momenti della giornata. A
questo scopo, abbiamo eseguito, in topi
normali, iniezioni di glibenclamide ad
intervalli di 4 h, registrando quindi le
modificazioni glicemiche.

METODI

Nel presente esperimento abblamo impie-
gato topi di 8 settimane di etd, apparienenti
al ceppo C3H-5. Gli animali venivano tenuti
in gabbie in gruppi di 10, in un ambiente
a temperatura ed umiditd costantl. I’'illumina-
zione dell’ambiente (luce fluorescente 40 W)
era disposta in modo da avere 12 h di luce
(dalle ore 6 alle ore 18) e 12 h di oscuritd
(dalle ore 18 alle ore 6). Le abitudini di que-
sti animali per quanto riguarda I'alimentazio-
ne Pattivita sono state descritte in preceden-

Riassumendo, essi assumono il cibo e
svoIGO‘lo la loro attivitd durante il periodo di
oscurith, Pertanto, allo scopo di confrontare i
risultati ottenuti in questi topl con 1 dati
relativi all'womo, 1 periodi di oscuritd e di
luce vengono chiamatl rispettivamente pe-
riodo di attivita e di riposo.

Gli animali, in gruppi di 20 clascuno, veni-
vano uccisi per decapitazione alle ore 0, 4,
8, 12, 16 e 20, in giorni diversi. Ogni volta
venivano sacrificati 4 animali di controllo,
mentre ai restanti venivano somministrati i.p.
50 wg/kg di glibenclamide; questi venivano
quindi uecisi, in gruppi di 4 animali, dopo 45,
90, 180 e 360 min dall'iniezione. Ad ogni
animale, sia di controllo che trattato, veniva
prelevato dal plesso retro- orbitaue, Jper mezzo
di un tubo capillare eparinizzato ¥, un cam-
pione di sangue. Su tali campioni si proce-
deva alla determinazione della glicemia (sie-
ro) con il metodo della o-toluidina *. La dose
di glibenclamide iniettata era stata determina-
ta in precedenza come la quantitd minima del-
la sostanza in grade di provocare una caduta
significativa del livello glicemico. Anche gl
intervalli tra i prelievi erano stati sceld in
precedenza, tenendo conto del tempo tra-
tisticamente per mezzo dell’analisi della va-
lori basali.

I dati sperimentali sono stati elaborati sta-
tisticamente per mezzo dell’analisi della va-
rianza®, Per ciascun periodo di h sono
siate inoltre ottenute le curve di regressione
per tutti 1 360 min successivi alla sommini-
strazione della glibenclamide.

RISULTATI

Nella tab. 1 sono riportati i valori
sterici del glucosio espressi in mg/100
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min after glibenclamide injection (50 pg/kg ip.)
time control
45 50 180 360
midnight 95 59 52 66 118
114 100 66 104 125
114 92 62 76 125
72 55 66 92 112
be 99 79 62 85 120
4.00 a.m. 137 108 69 80 144
175 138 112 127 157
100 150 123 144 104
112 102 118 116 116
¥ 131 125 106 117 130
8.00 a.m. 130 133 130 140 170
122 133 112 143 140
160 97 105 96 160
130 102 115 110 175
¥ 136 117 121 122 161
noon 112 160 100 115 108
115 110 &8 177 104
148 143 105 200 143
135 125 100 155 112
z 128 135 98 162 117
4.00 p.m. 112 108 93 73 112
157 100 75 45 130
150 130 70 60 130
143 93 88 62 100
% 141 108 82 60 118
800 pm. 114 95 87 39 87
92 97 39 62 84
104 90 82 87 92
T4 97 62 &9 92
% 26 95 73 64 89

Table 1 - Serum glucose levels expressed in mg/100 mil.
& &

Tivelli sierici del glucosio espressi in mg/100 mi
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cal andlysis showed the magnitude of
the glucose drop induced by glibencla-
mide to be significantly different for
the & periods studied (p < 0.01). The
sequential changes observed during the
360-min interval for each period were
also significantly different (p < 0.01).

Figs 1, 2, 3 and 4 show the regression
curves obtained at midnight, 8.00 a.m.,
4.00 p.#2. and 8.00 p.m. No regression
curves were obtained at 4.00 a.m. and
noon. It is evident from these figures
that neither the depth nor the duration
of the glibenclamide-induced hypogly-
cemia were the same through the day.
While the lowest glucose values after
drug administration were recorded at
4.00 p.mm., 8.00 p.om. and midnight, by-
poglycemia was less marked at the other
times studied, becoming almost negli-
gible at noon. The time elapsed before
blood glucose returned to preinjection
levels equally varied with the time of
day, being longest at 4.00 p.m. and 8.00
.. (360 min) and shortest at noon.
No relationship was detected between
the glucose changes produced by gliben-
clamide and the serum glucose levels of
the control animals.

DISCUSSION

The serum glucose levels observed in
our control animals displayed a clear
fluctuation during the 24-bh period. The
distribution of peak and trough values
dong all the day was similar to the
one dlready described for this strain of
wice kept under the same environmental
conditions " 1. Although the same
amount of glibenclamide was admin-
istered every time, the degree of the by-
poglycemia obtained was far from
constant. 1t was observed that both the
depth and duraiion of hypoglycemia
were significantly different throughout
the day. These findings clearly demon-
strate g time-dependence of the gliben-
clamide effect upon serum glucose levels.
It bas already been mentioned that this
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ml. I analisi statistica dimostra che Uen-
tita della caduta glicemica provocata dal-
la glibenclamide & significativamente di-
versa per 1 6 periodi studiati (p < 0,01).
Le modificazioni sequenziali osservate
durante I'intervallo di 360 min per cia-
scun petiodo differiscono anch’esse in
manieta significativa (p < 0,01).

Nelle figg. 1, 2, 3 e 4 sono riportate
le curve di regressione ottenute alle ore
0, 8, 16 e 20; alle ore 4 e alle ore 12
tali curve non sono state tracciate. Da
queste figure risulta evidente che né
Pentita né la durata dell’'ipoglicemia in-
dotta dalla glibenclamide sono le stesse
nel corso dell’intera giornata. Mentre 1
pilt bassi valori glicemici dopo la som-
ministrazione del farmaco si sono re-
gistrati alle ore 16, 20 e 0, l'ipoglice-
mia & apparsa meno marcata agli altri
templ studiati e quasi trascurabile alle
ore 12, Il tempo trascorso prima del ri-
torno della glicemia al livello di base va-
ria anch’esso a seconda dell’ora del gior-
no, risultando pitt lungo alle ore 16 ¢
alle are 20 (360 min) e pill breve alle
ore 12. Tra le modificazioni glicemiche
indotte dalla glibenclamide ed i livelli
sierici del glucosio degli animali di con-
trollo non & stato evidenziato alcun rap-
porto.

DISCUSSIONE

I livelli glicemici osservati nei nostri
animali di controllo presentano nette
fluttuazioni nel corso delle 24 h. La di-
stribuzione dei minimi e massimi nel-
Parco della giornata & simile a quella
gid descritta per questo ceppo di topi
mantenuti in identiche condizioni am-
bientali™**". Sebbene si somministras-
se ogni volta la stessa dose di gliben-
clamide, il grado dell'ipoglicemia otte-
nuta era tutt’altro che costante. Si & vi-
sto che sia l'intensitd che la durata del-
Pipoglicemia sono significativamente di-
verse nel corso della giornata. Questi re-
perti dimostrano chiaramente la dipen-
denza dal tempo dell’effetto della gli-
benclamide sui livelli glicemici. §i & gia
accennato al fatto che queste variazioni
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Fig. 1 - Miduight period: the regression curve is showwm together with the experirental means
obiained at each sampling time. After a marked drop the glucose values almost returned io the
preinjection level 180 min after glibenclamide injection. Ar 360 min the glucose levels were above
the control values.

Periedo delle ore O:
PO una marcata d

curva di regressione e medie sperimentali per clascun tempo di prelieve. Do-
inuzione dei valori glicemici, questi ritornano a lvelll prossimi a guelli basali
a 180 min dall'iniezione di glibenclamide. A 360 min, la glicemia 2 superiore ai valori dei controlli
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Fig. 2 - Eight am. period: the regression curve is shown together with the experimental means
obtained at each sampling time. Moderate hypoglycemia was observed with almosé complete
recovery 180 min after the injection. As in the midnight period, aé 360 min the serum gucose
levels were above the control values.

Periodo delle ore 8: curva di regressione e medie sperimentali per clascun tempo di prelievo. &1 os-
serva modesta ipoglicemia, con ripristino quasi completo entro 180 min dall’iniezione. Corne per il
periodo delle ore 0, a 360 min i livelli sierici del glucosio sono superiori a quelli dei conirolli.
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Fig. 3 - Four pom. pericd: the regression curue is shown together with the experimental mcasns
obtained af each sampling time. A sharp dvop in biood glucose level was observed, reuaching its

lowest valne 180 min after glibenclomide injection. Af 360 win the serum glucose levels stll
remained below conérol values.

Periodo delle ore 16: curva di regressione e medie sperimentali per clascun tempo di prelieve, 5i
osserva marcara caduta dei livelli glicemici, che raggiungono il valore minimo dopo 180 min dal-
liniezione di glibenclamide. A 360 mig, la glicemia 2

& ancora inferiore a quella dei controlii.
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Tig. 4 - Fight pm. period: the regression curve is shown together with the experimental means ob-
tained at each sampling Hime. As in the 4.00 p.m. period, progressive bypogiyeenia was observed
180 wmin afier glibenclamide infection. At 360 min serum glucose was stll below the control level.
Periodo delle ore 20: curva di regressione ¢ medie sperimentali per ciascun tempo di prelievo. Co-
me per i pericdo delle ore 16, si osserva progressiva ipoglicemia, con valore minimo dopo 180 min

dallliniezione di glibenclamide. A 360 min, la glicemia & ancora al disotto dei valori dei controlli,
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circadian variation of glibenclamide re-
sponse is not velated to the levels of
serum  glucose found in the control
animals. Thus, the circadian variation of
the drug effect should not be ascribed
to the aforementioned serwm glucose
rhythm.

It is @ widespread concept ihar the
hypoglycemic effect of glibenclamide is
mediated through pancreatic insulin re-
lease . On the other band, we have
previously shown that B-cell insulin se-
cretion  exhibits a circadian rhythm
when glucose is wsed as stimulus.
Hence, it might be possible that the
24-b variation observed in the gliben-
clamide response is the consequence of
a circadian variation of insulin release
elicited by the drug.

We have recently reported that the
injection of a constant dosage of insulin
at different points of time during the
day produced a time-dependent effect
upon carbobydrate ¥ and protein? nie-
iabolism in wrice, Therefore, this cir-
cadian variation of insulin effectiveness
may also be involved in the above de-
scribed rhythm of glibenclamide-induced
bypoglycemia,

Although the intrinsic mechanism
responsible for the diurnal variations in
dlibenclamide .action on the serum glu-
cose level still remains in the field of
conjecture, some practical applications
can be drawn from our results. From
the pharmacological point of view, it
becomes clear that a dose-response study
performed at any arbitrary time of a day
is apt o yield deceptive results. Simi-
larly, our results should explain the
improved control obtained in patients
when glibenclamide was administered
in divided doses throughout the day,
instzad of a single one’. Therefore, it
may be advisable to adapt the dosage
schedule of this compound to the diur-
nal variations of its efficacy in the 24-b
period.

Clinical experiments are necessary to
prove this bypothesis.

circadiane della risposta alla glibencla-
mide non sono correlate alla concentra-
zione sierica del glucosio negli animali
di controllo. Pertanto, le variazioni cir-
cadiane dell’effetto del farmaco non do-
vrebbero essere attribuite a tale ritmo
del glucosio sierico.

E opinione diffusa che I'azione ipogli-
cemizzante della glibenclamide sia me-
diata attraverso la liberazione di insuli-
na dal pancreas ® %, D’altro canto, ab-
biamo precedentemente dimostrato che,
se si usa il glucosio guale stimolo, 1a se-
crezione dell’ormone da parte delle cel-
lule B presenta un ritmo circadiano. Le
variazioni nella risposta alla glibencla-
mide osservate nel’arco delle 24 h po-
trebbero essere quindi la conseguenza
di variazioni circadiane della liberazione
insulinica indotta dal farmaco.

Recentemente, abbiamo segnalato che
Piniezione di una dose costante di insu-
lina in ore diverse della giornata produ-
ce nel topo un effetio dipendente dal
tempo sul metabolismo glicidico ™ e pro-
tidico ®, Pertanto, tali variazioni circa-
diane nell’efficacia dell’insulina potreb-
bero contribuire anch’esse a determina-
re il ritmo sopradescritto dell’ipoglice-
mia indotta dalla glibenclamide.

Sebbene Pintrinseco meccanismo re-
sponsabile delle variazioni diurne del-
Vazione della glibenclamide sul livello
glicemico rimanga tuttora nel campo del-
le congetture, alcune conclusioni di ordi-
ne applicativo-pratico possono essere
tratte dal nostri risultati. Dal punto di
vista farmacologico, diviene chiato che
uno studio sul rapporto dose-risposta
condotto in un momento qualsiasi della
giornata rischia di fornire risultati ca-
paci di indurre in errore. Analogamente,
i nostri risultati potrebbero spiegare il
migliore compenso che si ortiene allor-
ché la glibenclamide viene sommini-
strata ai pazientl in dosi refratte nel
corso dell’intera giornata, anziché in una
unica dose !, Potrebbe pertanto essers
consigliabile adattare lo schema posolo-
gico de!l medicamento alle variazioni
della sua efficacia nel corse delle 24 h.

Esperimentd dJinicl dovranno confer-
mare questa ipotesi.
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RIASSUNTO

Una dose costante di glibenclamide (50 pg/kg ip.) & stata somministrata a topi normali, ad
intervalli di 4 h nel corso della giornata, Prelievi di sangue per il dosaggio della glicemia sono
stati praticati fino a 360 min dopo l'iniezione della sostanza. Né lentitd né la durata dell’ipo-
glicemia indotta dalla glibenclamide sono risultate costanti durante lintera giornata. Questi ri-
sultat] dimostrano Uesistenza di un ritmo circadiano nell’effetro della sulfanilurea sulle concen-
trazioni sieriche del glucosio. Essi inducono a ritenere che lelaborazione di uno schema crono-
logico per la somiministrazione del farmaco lungo l'arco delle 24 h dJovrebbe consentire una
migliore regolazione della glicemia.

RESUME

Une dose constante de glibenclamide (50 pg/kg i.p.) 2 été administrée 3 des rats normaux par
intervalles de 4 h au cours de la journée. On a effectué des prélevements de sang, pour le
dosage du glucose, jusqu’d 360 min aprés I'injection. Ni le niveau, ni la durée de I’hypoglycémie
provoquée par le glibenclamide sont resultds constants pendant toute la journée. Ces résultats
démontren Pexistence d’un rythme circadien relatif & Peffet du glibenclamide sur le nivean du
glucose dans le sérum et font, en outre, penser que, en élaborant une oraire pour 'administration
du médicament pendant la journée, on pourrait obtenir une meuilleure régulation de la glycémie.

RESUMEN

Ha sido suministrada a ratones normales v a intervalos de 4 h en el curso del dia, una
dosis constante de glibenclamida (50 1ta/kg ip.). Se han efectuado extracciones de sangre para
la dosificacién de Ia glucemia hasta los 360 min despuéds de la inveccidn de la subsrancia.
Tanto la entidad como la duracién de la hipoglucemia inducida por la glibenclamida no resultaron
constantes durante todo el dia. Estos resultados demuestran la existencia de un ritmo circadiano
en el efecto de la sulfanilurea sobre las concentraciones séricas de la glucosa v, ademsés, nos
inducen a suponer gue la elaboracidn de un esquema cronolSgico para el suministro del producto
en el arco de las 24 h deberfa permitir una regulacién mejor de la glucemia.

ZUSAMMENFASSUNG

Eine gleiche Dosis Glibenclamid {50 pg/kg ip.) wurde normalen Miusen in 4-stindigen
Abstinden im Lauf des Tages verabreicht. Blutproben wurden bis zu 360 min nach der Injektion
zur Blutzuckerbestimmung entnommen, Es erwies sich, dass weder Tiefe noch Dauver der von
Glibenclamid verursachten Blutznckersenkung im Lauf des Tages konstant waren. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass die Wirkung des Glibenclamids auf den Serumglukosespiegel einem Tages-
rhythmus unterworfen ist. Sie lassen auch vermuten, dass die Behandlung mit diesern Medikament

nach einem Tagesplan zu einer besseren Regelung des Blurzuckerspiegels fithren sollte.

SUMMARY

A constant dosage of glibenclamide (50 pg/kg ip.) was administered to normal mice at
4-h intervals during the day. Blood samples were collected up to 360 min after the injection,
for glucose determination. It was found that neither the depth nor the duration of the gli-
benclamide-indcced hypoglycemia was constant throughout the day. These results demonstrate
the existence of a circadian rhythm of the glibenclamide effect on serum glucose levels. They
also suggest that a day-time schedule of therapy with this drug should result in improved
control of serum glucose.
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