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Oral hypoglycemic agents represent a 
useful tool in the treatment of maturity- 
onset diabetes 2, ~a, ~4. Many experiment- 
al studies have been carried out in an 
effort to clarify the mechanism of their 
hypoglycemie action ~". Although ~everal 
hypotheses have been suggested con- 
cerning the intrinsic mechanism, it is 
generally agreed that their effect is 
mainly mediated through B-cell insulin 
release ~: and also, presumably, by their 
blocking effect on glucagon secretion u 
W e  have recently reported that the B- 
cell does not release the same amount of 
insulin throughou~t the day at least when 
challenged by glucose 9. On the other 
hand, the effect of insulin upon serum 
glucose ~o protein synthesis ~ and glyco- 
gen content in muscle ,.o also undergoes 
circadian variation. Thus, we assumed 
tha~ it should be profitable to investigate 
the effect upon serum glucose levels of 
a constant dosage of a hypogIycemic 
agent administered at different times 
during the day. Foe" this purpose, normal 
mice zve~'e injected with glibenctamide 

EFFETTO DI UN IPOGLICEIvIIZZANTE 

ORALE SUI LIVELLI GLICENIICI IN FU~- 

ZtONE DEL TEMPO. Gli antidiabetici ora- 
li rappresentano un utile mezzo per il 
trattamento de1 diabete delI'et~ matu- 
ra a. la, 14. Numerose sono le ricerche spe- 
rimentali condotte nel tentativo di chia- 
tire il meccanismo della loro azione ipo- 
gticemizzante 12. Sebbene mohe ipotesi 
siano state formulate riguardo ai loro 
intrinseco meccanismo, si concorda ge- 
neralmente nel ritenere che l'effetto di 
queste sostanze sia mediato principal- 
mente attraverso la iiberazione di insu- 
lina da parte delle celluie B ~ e, forse, 
attraverso un'azione di blocco della se- 
crezione di glucagone ~a. Abbiamo re- 
centemente segnalato che la cellula B 
non libera la stessa quantit~ di insulina 
nel corso delle 24 h, per lo meno in ri- 
sposta alia stimolazione con glucosio 9 
D'ahro  canto, anche gli effetti dell'insu- 
lina suUa glicemia ~o, sulla sintesi pro- 
teica 8 e sul contenuto in glicogeno del 
muscolo 10 sono soggetti a variazioni cir- 
cadiane, Abbiamo pertanto ritenuto ud- 
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at 4-h intervals, and serum glucose 
changes were recorded. 

le esaminare  l 'effet to eserci ta to sui li- 
vell i  gl icemici  d a u n a  dose cos tan te  di 
u n  ipoglicemizzane_e som m in i s t r a t o  in  
different i  m o m e n t i  della g iornata .  A 
ques to  scopo, abb i am o  eseguito,  i n  topi  
normal i ,  in iez ioni  di  g l i b e n d a m i d e  ad 
in terva l l i  di 4 h, r eg i s t rando  q u i n d i  le 
modif icazioni  glicemiche.  

METHODS 

In this experiment,, g-weeks' old mice o/ 
the C3H-S strain were used. The animals 
were caged in groups of 10 in a ~oom under 
constant conditions of temperature and hu- 
midity. The lighting in the room (fluorescent 
light 40 ?7) was arranged so as to have 12.b 
light (from 6.00 a.m. to 6.00 p.na.) and 12-h 
darkness (from 6.00 p.m. to 6.00 a.m.). The 
feeding and activity habits of these animals 
have been previously reported L Briefly, they 
engage in food intake and activity during the 
dark period. Therefore, in order to compare 
the results obtained with these animals to 
human data, the darkness and light periods 
aJ'e named respectively actidty and resting 
periods. 

Lots of 20 an;~mals each were sacrificed by 
decapitation at midnight, 4.00 a.m., 8.00 a.m, 
noon~ 4.00 p.m. and 8.00 p.m. on different 
days. Each time, 4 control animals were 
sacrificed and the remaining animals were 
injected i.p. with gtibenclamide (50 b~g/kg) 
and subsequently killed in groups of/our 45, 
90, 180 and 360 rain after injection. In each 
animaI~ both of the control and treated 
group, a blood specimen was obtained from 
the retro-orbital plexus through a heparinized 
capillary tube C Glucose levels were deter- 
mined in these samples with the o-toIuidine 
method L The amount of glibencIamide 
injected had previously been proved to be 
the minimal dosage apt to produce a sig- 
nificant drop in serum glucose level. The in- 
tervals at which blood samples were drawn 
had also been previously sdected taking into 
account the time elapsed before glucose levels 
reached preinjection values. 

The experimental data were statis~,icalty 
processed by analysis o/ varianceL The re- 
gression curves throughout, the 360 vain in- 
terra! following glibenclamide administration 
were also obtained for every 4-h period. 

~'LETODI 

Nel presente esperimento abbiamo impie- 
gato topi di 8 setdmane di eta, appartenenti 
al ceppo C3H-S. Gli animali venivano tenuti 
in gabble in gruppi di 10, in un ambiente 
a temperatura ed umidit~ costanti. L'illumina- 
zione delt'ambiente (luce fluorescente 40 W) 
era disposta in modo da avere 12 h d2 luce 
(dalIe ore 6 alle ore 18) e 12 h di oscurit~ 
(datle ore 18 alle ore 6). Le abitudini di que- 
sti animali per quanto riguarda l'dimentazio- 
nee  l'attivit~ sono state descritte in preceden- 
za s. Riassumendo, essi assumono il cibo e 
svolgono la loro attivit'~ durante it periodo di 
OSCm'it'L Pertanto, allo scopo di confrontare i 
risultati ottenuti in questi topi con i dad 
relatM all'uomo, i periodi di oscurit~ e di 
tuce vengono chiamati rispe~tivamente pe- 
riodo di attivit~ e di riposo. 

Gli animali, in gruppi di 20 ciascuno, veni- 
vano uceisi per decapitazione alle ore 0, 4, 
8, 12, 16 e 20, in giorni diversi. Ogni volta 
venivano sacrifieati 4 animali di controllo, 
menEre ai restanti venivano somministrati i.p. 
50 ~tg/kg di glibenclamide; questi venivano 
quindi uccisi, in gruppi di 4 animali, dopo 45, 
90, 180 e 360 rain dal1'iniezione. Ad ogni 
animale, sia di controIlo che trattato, veniva 
prelevato dal plesso retro-orbitale, per mezzo 
di un tubo capillare eparinizzato ~s, un cam- 
pione di san~e.  Su tali campioni si proce- 
deva al!a determinazione della glicemia (sie- 
ro) con il metodo della o-toluidina L La dose 
di glibencIamide inletmta era start determina- 
ta in precedenza come ta quantit[ m.hqLma del- 
la sostanza in grado di provocare una caduta 
sig.,-~ficativa del livello gIicemico. Anche gli 
intervalli tra i prelievi erano stati sceld in 
precedenza, tenendo conto de1 tempo tra- 
tisticamente per mezzo dell'analisi della va- 
lori basali. 

I dad sperL-nentali sono stati elaborati sta- 
tisdcamente per mezzo dell'analisi della va- 
rianzaL Per ciascun periodo di 4 h sono 
state inoltre octenute le curve di regressione 
per mtd i 360 rain successM alia sorm-nini- 
strazione delia g!ibendamide. 

R E S U L T S  R I S U L T A T I  

Serum gh~cose wzlues expressed in 
n,ag/IO0 rn! are listed in tab 1. Statis~,i- 

Nella  tab. 1 sono r ipor ta t i  i valor i  
sierici de! glucosio espressi  in  r a g / 1 0 0  

842 



J.  J, GAGLtR1LDINO, M, T. PESSACQ~ O, MARCOTE 

time 

midnight 

control 
min after gibenclamide i~ec~ion (50 ~g/kg i.p.) 

45 90 180 360 

95 69 52 66 !18 

114 100 66 104 125 

I i4  92 62 76 125 

72 55 66 92 t t 2  

£ 99 79 62 85 120 

4.00 a.m, 137 108 69 80 t44 

175 138 1t2 127 157 

100 150 123 i44 104 

112 102 118 116 116 

£ 131 125 t06 117 130 

8.00 a.m. 130 135 150 i40 170 

122 135 112 143 140 

t60 97 105 96 160 

130 102 115 i10 175 

£ 136 117 121 122 161 

~OOn 

4.00 p.m. 

8,00 p.m. 

112 i60 100 !15 108 

115 110 88 177 104 

148 t43 105 200 !43 

t35 125 100 !55 i12 

£ 128 135 98 162 !17 

112 108 93 73 1!2 

157 100 75 45 130 

150 130 70 60 130 

143 95 88 62 i00 

£ 141 108 82 60 118 

114 95 87 39 87 

92 97 59 62 84 

104 90 82 87 92 

74 97 62 69 92 

I ] 96 95 73 64 89 

Table 1 - Serum glucose leve~s expressed in mg/IO0 mZ. 
Liveili sierici del g!ucosio espressi in mg/ i00  mL 
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cal analysis showed the magnitude of 
the glucose drop induced by glibencIa- 
mide to be significantly different for 
the 6 periods studied (p ~ 0.0I). The 
sequential changes observed during the 
360-rain interval for each period were 
also significantly different (p ~ 0.01). 

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

ml. L'analisi statistica dimostra che l'en- 
tit~ ctella caduta glicemica provocata dal- 
la glibenclamide ~ significativamente all- 
versa per i 6 periodi studiati (p ( 0,01 ). 
Le modificazioni sequenziali osservate 
durante l'intervallo di 360 rain per cia- 
scun periodo differiscono anch'esse in 
maniera significativa (p ~ 0,01). 

Nelle flag. 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 n~ 
l'eatit~ n~ la &rata  dell'ipoglicemia in- 
dotta datla glibenclamide sono le stesse 
nel corso dell'intera giornata. Mentre i 
pi~, 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 
tempi studiati e quasi trascurabile alle 
ore 12. i1 tempo trascorso prima del ri- 
torno della glicemia al livello di base va- 
ria anch'esso a seconda delI'ora del gior- 
no, risultando pi~ lungo alle ore 16 e 
alle ore 20 (360 rain) e pi~ breve alle 
ore 12. Tra le modificazioni glicemiche 
indotte dalla glibenclamide ed i tive!ii 
sierici del glucosio degti animali di con- 
trollo non ~ stato evidenziato alcun rap- 
porto. 

DISCUSSION 

The serum glucose levels observed in 
our control animals displayed a clear 
fluctuation during the 24-h period. The 
distribution o~ peak and trough values 
along all lhe day was similar to the 
one already described/or this strain of 
mice kept under the same environmental 
conditions r. Io. :r. Although the same 

.r ] amount of glwenclam,,de was admin- 
istered every time, the degree of the hy- 
poglycemia obtained was /at /tom 
constant, i t  was observed that both the 
depth and duration of hypoglycemia 
were significantly different throz,.ghout 
the day. These findings clearly demon- 
strate a time-dependence of the gIiben- 
damide effect upon serum glucose levels. 
It  has already been mentioned that this 

DISCUSSIONE 

I livelli glicernici osservati nei nostri 
animali di controllo presentano nette 
fluttuazioni nel corso delle 24 h. La di- 
stribuzione dei minimi e massimi nel- 
l'arco della giomata ~ simite a quella 
gi~ descritta per questo ceppo 'di topi 
mantenuti in identiche condizioni am- 
bientali 7.10, ,v. Sebbene si somministras- 
se ogni volta h stessa dose di gliben- 
clamide, il grado de11'ipoglicemia otte- 
nuta era tutt'altro che costante. Si ~ vi- 
sto che sia l'intensit~ che !a dura~a del- 
I'ipoglicemia sono significativamenee di- 
verse nel corso delia giornata. Questi re- 
perti dimostrano chiaramente la dipen- 
denza dal tempo deIl'effetto della gli- 
benclamide sui livelli glicemici. Si ~ gi~ 
accennato al fatto che queste variazioni 

844 



J. J. GAGLIARDINO~ M. T. PESSACQ~ O. IMARCOTE 

~F 
g 

£ 
g 
o o 

! 
I 
J 
I 

110" 

70" 

! 

1 
i 

~304 

/ 
, / 

I 

/ 
~ / 
~ / 

/ 
/ \ 

/ /  
/ 

/ 
/ / 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

I 
,I 
I 
I / 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
i 

! 
/ 

/ 
/ 

/ ¢  
/ / "  

0 

45 90 180 360 

"r" = I 4 B . 8 5 - -  59.g. X --  10 79 X:" 

Fig. 1 - Midnight Fe~iod: the regression cuzve is s,hown together" zvi~b the experime~etal means 
obtai~eed at each sampding ~ime. After a i~.e,:~'~ed drop a,6.e gfucoee values aI?~,,ost fetus'ned to the 
prefe, Sect;~on level 180 rain afte,~ glibendamide in)ectio>v. At 360 ~nin the gla~cose leve!s ~oeee above 
the cont'zol w~i~es. 
Periodo dei.te o~e 0: curva di regessiov~e e med:~e sperimeatali per ciascu.u tempo d:~ prelievo. Do- 
po una mascara diminazioi~_e d d  valot'i glicez_nic% questi ritorna~no a !ivelli p r o s s i ~  a quelli basaJ_i 
a 180 rnin dall'ipSezione di glibenclamide. A 360 rain, la glicemia ~ superiore ai vatori dei contrdli. 
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Fig. 2 - Eight a.m. period: the regression curve is shown together with the experimental means 
obtained a~ each s3,mpling time. ~oderate hypoglycemia was observed with almos~ complete 
recovery 180 n,Jn after the injection. As in the midnight period, at 360 nzin the serum glucose 
levels were above the control values. 
Periodo delIe ore 8: curva di regressione e medie  sperimen~a!i per ciascun tempo di preHevo. Si os- 
serva modesta ipogIicemia, con rip~istino quasi completo entro 180 ~x~n dal!'ir~ez~one. Come per il  
periodo del[e ore 0, a 360 rain i live!]i sierici del glucosio sono superiori a quel~ dei controIli. 
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Fig. 3 - Four p.m. period: the regression c~.rve is shown together wigb the experinlen~,zl means 
obtaine~l at e:~ch sampling ~.ime. A st~rp drop in biood ggucose !eve[ zoas observed, reaching its 
lowes~ value 280 rain a/~er giibencga;n~de ~,njection. At. 360 n~in the serum glucose levels still 
remained below control values. 
Periodo detie ore 16: curva dd regressiene e medie sperimentdi per cias~m tempo di prelievo. Si 
osserva marcata caduta de{ Eve~ g]d,cemici, cb~e raggim~gono i' va!ore minirno dopo 180 rain dal- 
I'L~iezione di giibendamide. A 360 rain, la giLcemia " ancora i~eriore a quella dei controlli. 
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Fig. 4 - Eight p.m. period: the regression curve is shown together with the experimen!d means ob- 
tained a~ each sampling time. As in the 4.00 p.m. period, progressive hypoglycemia was observed 
t80 rain a/;er glibenclamide injection. A t  360 rain serum glucose was s~ill below the control level. 
Periodo delie ore 20: c~rva cE regressione e medie sperhmentMi per ciascun tempo di prelievo. Co- 
me per il periodo detle ore 16, si osserva pro~essiva ipoglicemia, con valore minimo dopo 180 rain 
dall 'ini~ione di glibenclamide. A 360 min, la glicemia ~ ancora al disotto dei valori dei controIli, 
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circadian variation of glibenclamide re- 
sponse is not ,'elated to the levels o/ 
serum glucose found in the control 
animals. Thus, the circadian variation of 
the drug effect shouId not be ascribed 
to the aforementioned serum glucose 
rhythm. 

It  is a widespread concept that the 
hypoJycemic effect of glibenelamide is 
mediated through pancreatic insulin re- 
lease ~ C On the other hand, eve have 
previously shown that .B-cell insulin se- 
cretion exhibits a circadian rhythm 
when glucose is used as stimulus. 
Hence, it might be possible that the 
24-h variation observed in the gtihen- 
clamide response is the consequence o/ 
a circadian variation of insulin release 
elicited by the drug. 

IX/e have recently reported that t,}e 
injection of a constant dosage o/insulin 
at different points o/ time during the 
day produced a time-dependent effect 
upon ca,bohydrate :o and protein ~ me- 
tabolism in mice. Therefore, this cir- 
cadian variation of insulin effectiveness 
may also be involved in the above de- 
scribed rhythm of glibenclamide-induced 
hypoglycemia. 

Although the intrinsic mechanism 
responsible for the diurnal variations in 
glibenclamide action on the serum glu- 
cose level still remains in the field o/ 
conjecture, some practical appi~ications 
can be drawn from our results, From 
the pharmacological point o/ view, it 
becomes clear that a dose-response study 
performed at any arbitrary ~ime of a day 
is apt to yield deceptive results. Simi- 
larly, our results should exSain the 
improved control obtained in patients 
when glibenclamide was adndnistered 
in divided doses throughout the day, 
insfead o /a  single one z. Therefore, it 
may be advisable to adap~ the dosage 
schedule of this compound to the ],iur- 
hal variations of its e~cacy in the 24-h 
period. 

Clinical experiments are necessary to 
prove this hypod:e~Zs. 

circadiane della risposta alia glibencla- 
mide non sono correlate alla concentra- 
zione sierica dei glucosio negli animali 
di contro~o. Pertanto, le variazioni cir- 
cadiane dell'effetto del farmaco non do- 
vrebbero essere attribuite a ta]e ritmo 
del glucosio sierico. 

opinione diKusa che l'azione ipogti- 
cemizzante della glibenctamide sia me- 
diata attraverso la liberazione di insuli- 
na dal pancreas 6. ,6. D'ahro canto, ab- 
biamo precedentemente dirnostrato che, 
se si usa ii glucosio quale stirnolo, la se- 
crezione dell'ormone da parte delle cel- 
lule B presenta un ritmo circadiano. Le 
variazioni nei!a risposta a]ta glibencla- 
mide osservate nell'arco deI]e 24 h po- 
trebbero essere quindi la conseguenza 
di variazior~i circadiane della liberazione 
insulinica indotta dai farmaco. 

Recentemente, abbiamo segnalato che 
l'iniezione di una dose costante di insu- 
iina in ore diverse della giornata produ- 
ce nel topo un eKetto dipendente dal 
tempo sul metabolismo glicidico 10 e pro- 
tidico 8 Pertanto, tdi  variazioni circa- 
diane ne]!'efficacia dell'insuIina potreb- 
bero contribuire anc~'esse a determina- 
re il ritmo sopradescritto dell'ipoglice- 
mia indotta dalta gl]benctarnide. 

Sebbene ]'intrinseco meccanismo re- 
sponsabile delle variazioni diurne del- 
l'azione della glibenclamide sul livello 
glicemico rimanga tuttora ne] campo del- 
]e congetture, alcune conclusioni di ordi- 
ne applicativo-pratico possono essere 
tratte dai nostri risuhad. Dal punto di 
vista farmacologico, diviene chiaro che 
uno studio su] rapporto dose-risposta 
condotto in un momento qualsiasi della 
giornata riscl~ia di fornire risukati ca- 
paci di indurre in errore. Analogamente, 
i nostri risultati potrebbero spiegare il 
rnigliore compenso clue si o~tiene allor- 
ch6 ]a glibenclamide viene somrnini- 
strata ai pazienti in dosi refratte he] 
corso de]l'intera giornata, anzich~, h~ una 
unica dose :. Potrebbe pertmnto essere 
consigliabi]e adattare lo schema posolo- 
gko de! medicamento alle variazioni 
della sua efficacia nel corso de].[e 24 h. 

Esperimenti clinici dovranno confer- 
mare questa ipotesi. 
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RIASSUNTO 

Una dose costante di ~ibenclamide (50 pg/kg i.p.) ~ stata somministrata a topi normali, ad 
intervaRi di 4 h net corso della giornata, Prelievi di sangue per il dosaggio delia glicemia sono 
stati praticati fino a 360 rain dopo l'iniezione della sostanza. Nd l'entit5 nd la durata dell'ipo- 
glicemia indotta dal!a glibenclamide sono risultate costanti durante l'intera giornata. Questi ri- 
sultati dimos.trano l'esistenza di un ritmo circadiaxno neli'effetto della sulfanilurea sulle concen- 
trazioni sieriche del glucosio. Essi inducono a ritenere che l'elaborazione di uno schema crono- 
logico per la somministrazione del farmaco hmgo I'arco delle 24 h dovrebbe consentire una 
migliore regolazione della glieemia. 

RESUME 

Une dose constante de glibenclamide (50 p,g/kg i.p.) a &~ administrde -~ des rats normaux par 
intervalles de 4 h au cours de la journde. On a effectu6 des pr41~vements de sang, pour le 
dosage du glucose, jusqu'fi 360 rain apr~s l'iniection. Ni Ie niveau, ni la durde de l'hypoglycdmie 
provoqu& par le gllbenclamide sont resuttds constants pendant route la journ&. Ces r~sultats 
ddmontren l'existence d'un rythme circadien relatif g l'effet du glibendamide sur le niveau du 
glucose dans le sdrum et font, en outre, penser que, en dlahorant une oraire pour l'administration 
du mddicament pendant la journde, on pourrait obtenir une meuilleure r6gulation de la glycdmie. 

RESUMEN 

Ha sido suxninistrada a ratones normales y a intervalos de 4 h e n  el curso del dia, una 
dosis constante de glibenclamida (50 ,ug/kg i.p.). Se han efecmado extraeeiones de sangre para 
Ia dosificacidn de la glucemia basra los 360 rain despu& de la inyeccidn de la snbstancia, 
Tanto la entidad como ta duraddn de la hipoglucemia inducida pot la glibenclmnida no resultaron 
constantes durante todo el dla. Estos resttl~ados demuestran ta existencia de un ritmo circadiano 
en el efecto de la suKaniIarea sobre las concentraciones s&icas de Ia glncosa y, adem~s, nos 
inducen a suponer que la elaboracidn de un esquema cronoldgico para el sumLqistro del producto 
en el arco de las 24 h deberfa permitir una re~llaci6n mejor de la g!ucemia. 

ZUSAi~DJIENFASSUNG 

Eine gleiche Dosis Gllbenclamid (50 pg/kg i.p.) wurde normaten Miiusen in 4-st/indigen 
Abst~nden im Lauf des Tages verabreicht. Blutproben wurden his zu 360 rain nach der Injektion 
zar Blutzuckerbestimmung entnommen. Es erwies sich, dass weder Tiefe noch Dauer der yon 
Glibenclamid verursachten Blutznckersenkung im Latff des Tages konstant xvaren. Diese Ergeb- 
nisse zeigen, dass die Wi~-kung des Glibenclamids auf den Serumglukosespiegel einem Tages- 
rhythmus un~erworfen ist. Sie lassen auch vermuten, dass die Behandlung mit diesem Medikament 
nach einem Tagesplan zu einer besseren Regelung des Blutzuckerspiegels fiibren sollte. 

SUN'DcL~RY 

A constant dosage of glibenclamide (50 p.g/kg i.p.) was administered to normal mice at 
4-h interva!s during the day. Blood samples were collected up to 360 rain after the injection, 
for glucose determination. It  was found that neither the depth nor the duration of the gli- 
benclamide-induced hypoglycemia was constant throughout the day. These results demonstrate 
b e  existence of a cDcadian rhythm of the glibenclamide effect on serum gtucose levels. They 
also suggest that a day-cime schedule of therapy wkh this drug should resuk in improved 
control of serum glucose. 
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