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" Les larmes de tous les peuples sont de
vraies larmes; les réves de tous les
sages renferment une part de verité.
Tout n'est ici-bas que symbole et que
songe.

Les Dieux passent comme ies hommes et
il ne serait pas bon gu'ils fussent
éternels.

La foi qu'ton a eue ne deoit jamais

etre une chaine."

( ERNEST RENAN. Priere sur l1'Acropole)
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I. INTRODUGAC

Nas ultimas décadas, a literatura cienté
fica tem acumulado uma grande quantidade de informacoes a
respeito da secregéo de insulina "in vitro!", em resposta a
varios nutrientes, agentes farmacologicos, drogas e hormé
nios. Neste contexto, a técnica da cultura de tecido aparece
como uma potente ferramenta para o estﬁdo, a longe prazo,
dos processos funcionalis do pancreas endocrino.

Engquanto que © cultivo de ilhotas de Lan
gerhans provenientes de fetos e recém-nascidos fornece con-
digbes para o conhecimento dos processos de maturacao do oOr-
géo (SWENNE et al., 198C; SORENSON et al., 1%87; CREPALDI et
zl., 1990; BOSCHERO et al., 1990az; BOSCHERO et al., 1991), a
manutencao de ilhotas adultas em cultura significa, no mini-
mo, a possibilidade do estudo da fisiologia e patologila do
pancreas endocrino. Além disso, independentemente de seu es-
tado de maturagzo, a cultura favorece ainda a obtencao de

quantidade adeguada de ilhotas destinadas a transplante.




Estas vantagens tornaram imperativo o acesso a cultu-
ra de péncreas endderinc viavel.

Embora  atrativa, a  manutengao de
ilhotas adultas em cultura apresenta algumas dificulda
des. Historicamente, a tentativa da conservacac do tecido in
sular adulto "in vitro" remonta a algumas décadas. TROWELL
(1959), referindo-se a cultura de diferentes tecidos, rela-
tou as dificuldades apresentadas na tentativa de manutengao
do pancreas endocrino maduro em cultura. Assim, observou gue
pedagos de pancreas de ratos jovens nao sobreviviam em cultu
ra. Apos 24 hs, todas as células, inclusive o tecldo conectl
Vo € 05 vasos sanguineos, desapareceram completamente, perma
necendoc apenas resquicios de uma estrutura reticular. O mes-
mo autor sugeriu gque as células foram digeridas, provavelmen
te devido a ativacac da tripsina.

Mais tarde, MOSKALEWSKI (1965), eliminan
do o efeito destrutivo das enzimas liberadas pelo parénguima
exocrino ( através de digestBo pela colagenase), obteve os
primeiros resultados positivos em termos de manutencao de

ilhotas adultas por longos periodos en cultura. Estudcs




posteriores, a respeito da preservagéo do tecido, i1ndicaram
gque ilhotas cultivadas por um periodo de 12 dias nao apresen
tavam sinais oObvios de degeneracao ou necrose (ANDERSSON €
HELLERSTRUM, 1972). Sob o aspecto ultraestrutural, comprovou
se que a composicho celular era idéntica ao pancreas endocri
no nac-cultivado (ANDERSSON et al., 1973; ANDERSSON et al.,
1974a), associada a uma boa preservacao das organelas celula
res, Mesmo apés 15 dias de cultive ( KOSTIANOV3KY et al.,
1972). Tanto estes quanto outros estudos demonstraram que
as células insulares, quando mantidas em cultura, sa0 capa-
zes de sintetizar e secretar insulina {ANDERSSON et al.,1976
RABINOVITCH et al., 1978).

Entretanto, sob o pontoc de vista funcio-
nal, a cultura de tecido papcreético foi - e ainda e - alvo
de um grande numero de trabalhos. Assim, verificou-se que,
a exenplo do p%ncreas endocrinc adulto nermal, ilhotas manti
das em cultura responderam de forma dose-~dependente a uma sé
rie de moduladores fisiologicos da secregéo de insulina. Glu
cagon, arginina, glutamina, leucina e 2-cetoisocaproato pro-

moveram um aumento na secrecao de insulina {RABINOVITCH et
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al., 1978; OSTENSON e GRILL, 1986; MALAISSE-LAGAE et al.,
1987). Por sua vez, somatostatina e adrenalina inibiram a se
cregao promovida pela glicose, em células pancreéticas manti
das por 4 semanas em cultura (KAISER et &l.,1988). Ilhotas
cultivadas mostraram-se também responsivas a outros efetores
que, conhecidamente, potencializam a secregéo de insuiina,
tais como IBMX (RABINOVITCH et al., 1978; KAISER et al.,
1988), teofilina (ANDERSSON et al., 1976; LACY et al., 1976;
MALAISSE-LAGAE et al., 1987), forskolin, e a associaggo de
TPA mais glicazida (MALAISSE-LAGAE et al., 1987). Estes da-
dos indicam gue tanto a atividade da adenilato ciclase guan-
to a producao de AMPc puderam ser estimuladas nas ilhotas
mantidas "in vitro'.

No gue se refere aos efeltos de seu prin
cipal secretagogo - i.e., D-glicose-, varios parametros meta
bolicos estudados, como o coeficiente respiratério
(ANDERSSON et al.,1976), taxa de utilizagac da glicose
(MALAISSE~-LAGAE et al., 1987), o conteudo de AMPc ( RABINO-
VITCH et al., 1878), e o estado redox dos sistemas NADPH-

NADP e GSH-GS5G  (VERSPOHL et al., 1988) mostraram-se



alterados com a cultura. Basicamente, estas a}teragaes estao
estreitamente relacionadas com a concentragao de glicose no
meio de cultura. Desta forma, a exposigéo por periodos supe
riores a 20 hs, em altas concentragoes de glicose, provocaramn,
além de um possivel efeito glicotéxico, uma acentuada eleva-
¢ao na atividade metabolica das células, resultando num pro-
cesso de exaustac. Por sua vez, baixas concentragoes de gli-
cose diminuiram a sensibilidade da célula a hexose ( para re
visao, vide NIELSEN, 1985). Estudos eietrofisielégicos de-
monstraram que tambem os fendmenos elétricos parecem ser de-
pendentes da concentragao de glicose no meio de cultura.
PACE et al. (18978) observaram que o cultivo, em concentra-
géo de glicose igual cou inferior a 4,2 mM, promoveu diminui-
¢ao na magnitude do potencial de membrana de celulas beta
pancreaticas. Nesta mesma condicdo, as células mostraram-se
refratarias a despolarizagac pela glicose.

Apesar da manutencaoc da sintese de insu-
lina, bem como da responsividade a diferentes agentes, estu
dos de secrecao dinamica indicaram alteragoes na magnitude

da resposta secretoria a varios secretagogos, em especial a




prépria glicose (RABINOVITCH et al., 1978; VERSPOHL et al.,
1988; BORDIN et al., 1890; BOSCHERO et al., 1990b). Devido a
importancia da manuiengao de ilhotas em cultura, tem sido
publicado um grande numero de trabalhos com enfogque princi
pal na tentativa de se eliminar os efeitos deletérios da mesg
K&, Recentemente, alguns autores relataram uma meithoria
( embora parcial) na resposta secretéria, guando da utiliza-
¢ao de inibidores do crescimento de fibroblastos (KAISER et
al., 1988; AOKI et al., 1988).

A despeito do declinio na resposta secre
toria a glicose, ilhotas cultivadas tém servido como modelo
experimental para uma série de pesguisas. Dentre estas, pode
se destacar o estudo dos efeitos de agentes diabetogénicos
(EIZIRIK e SANDLER, 1988; EIZIRIK et al., 1988; ZUCKER e
ARCHER, 1988), da resposta imunologica celular (SZOPA et al.,
1986: DEBRAY-SACHS et al., 1988; RABINOVITCH et al., 1988) ,
da biossintese proteica (SANDLER e ANDERSSON, 1986; WELSH et
al., 19886), e do metabolismeo de fosfolipides (DUNLOP et al.,
1986; BIDEN et al., 1987).

Mals recentemente, O problema da




diminuigao da secrecgao foi retomado por varios pesqguisadores,
nac no sentido de reverter a redugio da resposta, mas sim de
entender qual ou quais etapas da secregao estariam altera-
das; desta forma, esta anomalia pode propiciar um modelo de
estudo.
BOSCHERO et al. (1988) observaram que,
apesar da resposta secretoria a glicose se apresentar dimi-
nuida, ilhotas cultivadas durante uma semana preservaranm a2
capacidade de reduzir o efluxo do 86Rb, frente a estimulacao
pela glicose. Esta observagao foi confirmada por VERSPCOHL et
al, (1988}, em ilhotas mantidas por 14 dias em concentra-
gao fisiologica de gilicese. Da mesma maneira, tcolbutamidsas |,
gue, na celula beta, blogueia os canais de K+ medulados pelo
ATP, reduziu o efluxo do 86Rb em ilhotas cultivadas com
igual magnitude que em ilhotas recem-isoladas (BOSCHERO et
al., 199C¢). Por cutro lado, VERSPOHL et al. (1988) consta-
taram ainda uma significativa redugac na incorporacgaoc do
Ca estimulada pelo agﬁcar, em ilhotas mantidas "in vitro"
por 5 dias. Neste mesmo sentido, esta diminuigéo na incorpo-

- 45 ~
ragao do Ca coincide com as observagoes de HOENIG et al,




(1989), que registraram uma redugao na capacidade de Eigagéo
3 . N . o . .
da Henitrendipina em celulas pancreaticas tumorals mantidas
em cultura, em relagac as celulas recem-isoladas. Segundo es
tes autores, a redugaoc no ‘"binding" refletiu uma
diminuigao no numero e/ou sensibilidade dos canals de
o+
Ca dependentes da voltagem.
Considerando as evidencias de alteragoes
. ~ 45 - .
na incorporagao doe Ca e no aspectc funcional dos canals de
2+ £ . . ~
Ca sensivels a voltagem, parece-ncs de grande importancia

investigar, em ilhotas pancreéticas cultivadas, as altera-

-~ . 2+ . . .
goes no manuseio do Ca induzido pela glicose.



Ii. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo compa-

rar os efeitos da glicose sobre a secregao de insulina, o
45 ~ . . 2+

efluxo do Ca e a concentragao citoplasmatica de Ca s €N

tre ilhotas de ratos recem—-iscladas e mantidas em cultura

por S a 7 dias.



III. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas
ilhotas de lL.angerhans de ratos, recem-isoladas ou cultivadas
durante 5 a 7 dias, avaliando-se a secregao dinamica de insu

. 45 ~ . £
lina, o efluxo do Ca e a concentragao citoplasmatica do
24 . - s .
Ca . Devido a multiplicidade das tecnicas empregadas, optou
se pela descrigao inicial das solug5es, seguida da descrigéo

dos metodos utilizados.

1. MATERIAL

1.1 - Animais

Foram utilizadas ratas*(Rattus nervergi-

cus, var. albina)} Wistar, de 2 a 3 meses de idade, pesando
entre 180 a 250 gramas. 0Os animals foram mantideos em condi-
coes de fotoperiodo controladeo (12 x 12 h) até sua utiliza-

cao. Agua e ragzo foram fornecidas "ad libitum".

* procedéncia: Proefdieren Centrum (Heverlee, Bélgica)



1.2 - Solugaes

1.2.1 - Solugao para isolamento de ilhotas.

Utilizou~se para o isolamenito das 1ilho-

nica (em mM): Na+, 141,5; K , 5,8: Ca , 1,3; Mg , 0,8;
Cl , 143,6: HCOa_, 4,2; HPO , 0,3; SO , 0,8; H_PO, ,
C,4. O pH da solugao foli ajustado em 7,4 com carbogénio (95%
02: 5% COE’ v/v) (HANKS e WALLACE, 1949). No isolamento de
ilhotas destinadas ao cultivo, utilizou-se solugao de Hanks

assepticamente preparada, acrescida de penicilina { 100 Ul /

ml) e estreptomicina (100 yg/mi) (Gibco, Gent, Belgica).

1.2.2 - Solugao para lavagem, incubacac e perfusao das ilho-
tas.
A solugéo utilizada para lavagem, incuba

gao e perfusao das ilhotas de Langerhans consistiu basicamen

+

te de uma solugao de Krebs composta de {em mM): Na , 139,0;
+ 2+ 24 - -

K*, 5,0; ca"*, 2,65 Mg™", 1,0; Cl, 123,6; HCO, , 24,0 '
{KREBS e HENSELEIT, 1932). Para se aumentar a capta@éo de



45 ’ ~
Ca durante o periodo de 1ncubagao, optou-se por uma solu-

cao de Krebs modificada, onde a adigao de ca®* foi suprimida,
Antes da sua utilizagao, esta solugao fol enriquecida com al
bumina bovina dializada {Gibco, Gent, Belgica), em concentra
cao de 0,5 % ( m/v), sendc em seguida equilibrada e mantida

em pH 7,4 atraves de gaseamento com carbogénio.

1.2.3 - Solucac para lsclamento e recuperacac das celulas.
No processc enzimatico utilizado para a
dissociagao e o isolamento das celulas insulares foi emprega

da uma solugao de Earle tamponada com HEPES-~NaOH - denomina-

da solugao Earle-HEPES (PIPELLERS et al., 1985), composta
2 —
de ( em mM): Na+, 139, 3; K+, 5,4; Mg *, ¢,8; ClL , 129,4;
2 -
304 , 0,8; HCO3 , 14,3; HEPES, 10,0; glicose, 2,8, e equi

librada em pH 7,4 com NaOH e carbogeénio. Ligeiras modifica-
gaes nesta solugéo ~ utilizadas em determinadas etapas do i-
'solamentoc - serao indicadas na descrigao do método. Apés O
isolamento, as células foram recuperadas numa solugéo compos
ta do meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Gent, Bélgica) com

0,5 % de albumina bovina dializada (m/v), 2,3 mM de



glutamina (Gibco, Gent, Bélgica) e 5,6 mM de glicose.

1.2.4 - Solugac fluorimétrica,
A solugao de incubacao, ou solucao fluo-
rimétrica, consistiu de uma solugao de Krebs-Ringer tampona-

da com HEPES-NaQOH, composta de { em mM): Naf, 115,0; K

¥
5,0; Mg~ , 1,0; ca“™, 2,6; C1 , 123,6; HEPES, 25,0, a-
crescida de 0,5 % de albumina bovina dializada (m/v). O pH

desta solugac foi ajustado em 7,5 com NaOH, e sua composi-

géo gasosa equilibrada com ar ambiente.

1.2.5 - Meio de cultura,
Parte das ilhotas isoladas por digestaoc
pela colagenase (vide métodos) foi cultivada em uma mistura
%* ®

dos meios de cultura pME e DMEM Gibco, Gent, Belgica), na

razao volumetrica de 5:2, respectivamente, resultandc na se-

e ~ -+ -+
guinte composigao inorganica ( em mM): Na , 146,7; K )
2 24 - 2-
5,4; Ca“, 1,8; Mg“T, 1,3; C17, 121,6; 50,77, 1,3
HCOB“, 31,3; HEPcéﬂ, 1,0, e concentracgao final de glicose

de 10,5 mM. Este meioc foi suplementado com soro de boi recég

*  Basal Medium:® Fagle t

**Dulbecco's Modified Eagle Medium



nascido ( 10 %, v/v) { Gibco Gent, Beélgica), penicilina (100

UI/ml) e estreptomicina ( 100ug/ml}).

Todos o0s sals utilizados para a prepara-

gao dos tampoes foram de grau analitico.

2. METODOS

2.1 - Isovlamento das ilhotas

O isclamento das 1lhotas consistiu na
destruigao seletiva do parénguima exocrino de pancreas, atra
vés da tecnica de digestao por colagenase, descrita por LACY
e KOSTIANOVSKY (1967).

Os animais foram sacrificados por decap-
tagac e, apés incisao abdominal, ocluiu-se a extremidade duc
denal do ducto biliar comum, seguida da insergao de um cate-
ter atraves de uma pequena incisac na parte proximal (hepéti
ca) deste ducto. Atraves de uma seringa conectada ac cateter,

injetou-se solugac de Hanks no pancreas, até que  este  se



encontrasse suficientemente intumescide, sendo entao excisa-
do e transferido para uma placa de Petri contendo solugaoc de
Hanks. Nesta placa, o péncreas fol dissecado de gorduras, da
maioria do tecido vascular e dos ganglios linfaticos. Para
cada experimento foram usados, em média, 4 pancreas.

A seguir, os péncreas foram cortados em

3, lavados com solugio de

pedagos de aproximadamente 0,5 mm
Hanks e transferidos para um tubo de ensaio contendo 8 mg de
coclagenase/pancreas {(Boehinger, Mannheim, GmbH, Alemanha } .
Este tubo permaneceu por 20 min em banho-maria a 37°C, con
seu conteudo agitado continuamente pelo borbulhamento de car
bogénio. Apés este periodo, o tubo foi agitado manualmente
por aproximadamente 1,5 min, e a interrupgao do procedimento
foi feita por controle visual da viscosidade. Ao final do
tratamento, o conteudo do tubo foi transferido para um  beé-
quer e diluido com solugao de Hanks. As ilhotas foram lava-
das varias vezes, separadas por sedimentagoes sucessivas e,

em seguida, coletadas individualmente scb lupa, com auxilio

de uma pipeta Pasteur estirada e previamente siliconizada.



2.2 - Cultura das ilhotas

ApOs o isolamento, parte das ilhotas foi
transferida para placas de Petri plésticas, de 100 mm de dié
metro ( Nunc, Dinamarca), contendo 6 ml do meio de cultura
{ descrito previamente). Estas placas foram mantidas em uma
incubadcora de tecido a 37¢C, em atmosfera umidificada e sob
gaseamento continuo, com mistura ar:C02 (5%), pH 7,4. 0O meio
de cultura fol renovado a intervalos regulares de 48 hs; os
antibidticos foram retirados do meio pelo menos 24 h antes

do experimento.

2.3 - Efluxc de 'Ca e secregao de insulina de

iihotas perfundidas

2.3.1 -~ Aparelhagem.

O sistema de perfusao consistiu de (i)
o banhos -maria, mantidos a temperatura constante atraves de
termostato ( Braun, Helsunger, Alemanha); (ii) uma bomba pe
ristaltica de 4 canais ( Minipuls 2, Gilson Medical Electro-

nics, Franga); e (iii} um coletor de fragoes ( T™He 220

L



Gilson Electronics, Franga). 0s banhos-maria, dispostos an-
terior e posteriormente & bomba peristaltica, foram mantidos
em temperaturas de 39 e 37¢2C, respectivamente. O banho que
precedia a bomba continha os recipientes com as so-
lugoes de perfusac. Estas, por sua vez, foram continuamen-
te gaseadas com carbogénio. O pH das sozugaes de perfusao ,
medido antés e apés cada experimento, fol mantido em 7,4.
Uma valvula de 4 vias ( Hamilton, Bonaduz, Suica) permitiu
introduzir nas camaras solugao de perfusac proveniente  dos
diferentes recipientes (i.e., Solugaes de diferentes composi
goes). O segundo banho-maria, posposto a pomba e precedendo
o coletor de fragaes, acondicionou as 4 camaras de perfuséo
( Swinnex SX 000/300, Millipore, Franga). No interior des-
tas camaras foram colocados filtros de acetato de celulose
( SCWP 01300, 8 wum , Millipore, Franga), sobre os quals as i-
lhotas foram depositadas. As 2 extremidades das camaras co-
nectaram-se tubos de "tygon' em dimensoes-padrao, calibrados
para taxa de fluxo de 1,2 ml/min ( Technicon Instrument Cor-
poration, NY, EUA}. O efluente fol coletado, minute a minuto,

em tubos de ensaio.
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Este sistema de perfusao permitiu a manu
tengao da temperatura e pressao constantes no sistema ( LE=-
BRUN, 1887). O espago mortc entre a valvula e a extremidade
das camaras foi devidamente computado na elaboragao dos gré—

ficos.

2.3.2 -~ Protocolo experimental.

Para cada experimento, foram coletados 4
grupcs de 100 1lhotas em frascos de 1,5 ml. Apés a remogaoc
do sobrenadante, acrescentou-se a cada frasco 125 pyl do melo
4

5CaCl

de incubagao (solugaoc 1.2.2) contendo 200 yCi/ml de .

{Radiochemical Center, Amersham, Gré—sretanha), corresponden
: 45
do a aproximadamente 50 a 70 UM de Ca). Os frascos conten-
do as ilhotas foram incubados na presenga do radioisotopo du
rante 90 min em banho-maria a 372C, e gaseados com oarbogé—
nio. Finda a incubagac, as ilhotas foram lavadas 4 vezes com
solugao de incubagac nao-radioativa, sendo a seguir transfe-
ridas para as respectivas camaras de perfuséo. Apés a retira

da de bolhas de ar do interiocr das cémaras, estas foram co-

nectadas ao sistema, guando teve inicio a perfusao.



Um periodo inicial de 30 min, denominado
periodo de equilibrio, precedeu_a coleta do efluente das ca-
maras. O meio provindo do primeiro reservatorio perfundiu as
ilhotas até o 44¢ min, e o do segundo até o 90°¢ min, quando a
perfusio foi interrompida. A coleta das amostras teve inicio
no 312 min, encerrando com o final da perfuséo. Mudancas na
composicao das solugdes de perfusac serao indicadas no capi-
tulo Resultados.

Os tubos de coleta contendo o perfusato
foram rapidamente resfriados, por imersac em um banho de a-
gua e gelo. De cada tubo de coleta transferiu-se 0,6 ml para
frascos de contagem contendo 5 ml de liquido de cintilagao
( Aguasol 2, Lumac, Holanda). A avaliagéo da radicatividade
dos frascos fol realizada em um contador de cintilacao 1iqq£
da ( TRICARB 460C, Packard Instrument Co. Inc., EUA). O res-
tante das amostras fol conservado a -202C, para posterior do
sagem de insulina.

A dosagem de insulina foi realizada se-
gundo o metodo radioimunolégico descrito por HERBERT et al.

(1965).
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~ ~ . 2+
2.4 - Avaliagao da concentragao citosclica de Ca

. *
atraves do fura 2/AM

2.4.1 - Isolamento das ceélulas.

Ao final do isolamento das ilhotas {(des-
crito anteriormente), prosseguiu-se a digestéo enzimatica
do tecido, até a obtencao de celulas isoladas. Para isso,gru
pos de B0C a 1200 ilhotas foram lavados com solugéo Earle-HE
PES. Em seguida, as ilhotas foram re-suspensas e incubadas em
0,8 ml desta solucgao contendo 1mM de EGTA, durante um peri0u
do de 30 min, a temperatura ambiente. Apés este periodo ’
as ilhotas foram re~suspensas por aproximadamente 20
vezes, com O auxilio de uma pipeta semi-automatica { Gilson
Medical Electronics, Franga). A seguir, as ilhotas foram
transferidas para um tubo de ensaio contendo 1 ml da ' mesma
solugéo, acrescida de 18 mg de dispase ( grau II, Sigma Chem.
Co., Si. Louis, EUA). Nesta solugéo, re~suspendeu-se novamen
te as ilhotas, agora mals rapidamente, durante 1,5 min.

0 grau de dissociacao das ilhotas foi

conferido pela observacgac, ao microscopio, de amostras da

* fura 2-acetoximetilester




suspenséo, coradas com vermelho neutro (Sigma Chem. Co.,
EUA). Caso as células nao se encontrassem completamente se-
paradas, repetia-se o processo de re-suspensac em solugao
contendo dispase por mais alguns segundos. Em seguida, as cé
lulas foram lavadas por centrifugacao (500 x g) em solugao
Earle-~HEPES, enriquecida com 4% de albumina dializada (m/v).
A wviabilidade das céiulas, avaliada por exclusao com "trypan
biue" (Sigma Chem. Co., EUA), foi de mais de 90%, tanto para
celulas de ilhotas recémmisoladas, quanto para as cultivadas,
Apés ¢ isolamento, as células foram incubadas durante 1ih em
0,5 ml do meio de recuperagac (solugaoc 1.2.3), a 37°0C, em
uma camara de incubagdo. Antes da marcagdo com o corante, me
diu-se a fluorescencia basal (Bg@) das células, a qual foi
descontada dos valores de fluorescéncia obtidos durante o ex

perimento.

2.4.2 — Protocolo experimental.
Apos a medigao do BG, as células foram

incubadas durante 45 min em 1.5 mi do meioc de recuperagﬁo,



ao qual foi adicionado fura 2/AM (Molecular Probes, EUA )
suficiente para se atingir uma concentragao final de 4 uM .,
0 tubo de incubagéo fol revestido com papel aluminio, a fim
de se evitar a degrada@éo do corante pela incidencia de luz.
Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com solugao
fluorimétrica (solugao 1.2.4), e transferidas para uma cube-
ta de quartzo contendo 0,75 ml da mesma solugao. A fluores-—
céncia do fura 2 contido nas celulas foi medida usando-se um
espectrofluorimetro (LS5, Perkin-Elmer, EUA). Durante o expe
rimento, ¢ suporte da cubeta foli mantido a 378C, e as céelu-
las permaneceram em suspensac continua atraves de um agita-
dor magnético. Os comprimentos de onda de excitacao foram de
340 e 380 nm, e o de emissao de 510 nm,

A medigao fluorimetrica teve inicio apods
10 a 15 min de um periodo de equilibrio, tempo esse necessa-
rio para a obtengao de uma linha de base estavel no regis-—
tro. Apos o periodo de equilibrio, a fluorescéncia do fura 2
extracelular foi estimada atraves da adigao de S0uM de Mn812
(McDONOGH e BUTTON, 1989). A reduqéo na fluorescéncia causa-

" +
da pela ligacgao do an apo fura 2 foi utilizada para
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calcular a contribuicao do fura 2 extracelular na fluorescég
cia total, a qual foi subtraida da fluorescéncia obtida du-
rante o experimento. Em seguida, o Mﬂ2+ adicionado foi quela
do pela adigio de 100 pM de DTPA%.

A calibragao da fluorescéncia do fura 2
foi realizada ao final de cada experimento, como degscrito
previamente (WOLLHEIM e BIDEN, 1986). Para isto, adicionou-
se sucessivamente a cubeta, Triton X (0,1%) que permitiu a

~ 24 ~
saturagac do fura 2 pelo Ca extracelular ( para a obtencao
do Rmax)’ e 20 mM de EGTA tamponado em pH 8,3 com Tris, a
. 2+ 2+
fim de se remover o Ca do complexo Ca -fura 2 {(para a ob-
tenga R . ).
cao do mln)

Embera cada volume adicionade a cubeta
nao tenha ultrapassado 5% de seu volume total, o efeito da
diluicao das substancias testadas foi medido em cada experi-
mento.

- ~ 2+

Para o calculo da concentragao de Ca ,

2
assumiu-se um Kd para o complexo Ca +—fura 2 de 224nM a 374C

~ . 2+
(GRYNKIEWCZ et al., 1985). A concentracao citosolica de Ca

2
( |ca +[i) foi calculada segundo GRYNKIEWCZ et al. (1985) ,

* acido dietilenotriaminopentaacetico




considerando os valores obtidos em 340 (3.) e 380 (x,) nm ,
A1 2

L4 ~e
atraves da equagao:

Rmin

Rmax

SE2
Sh2

jca®’|= Ka .

concentragao
constante de

fura 2;

R -~ Rmin 5f2

. de:
Rmax - R Sbhe ° onde

2+ .
registrada de Ca citosolico livre;

~ 2+
dissociagao efetiva do complexo Ca -

razao entre as intensidades de fluorescencia Fl e

F,,
2

obtidas em Rl

valor limite

que equivalem as intensidades de fluorescencia

e A respectivamente.

2!

+ .
que R pode ter quando Ca2 e igual a

zerc, equivalendo, assim, ac valor obtido na pre-

senga de Tris-EGTA;

o 2+ .
valor de R na saturagao do Ca , 1.8., na presen-—

ca de Triton X; e,

razac entre os coeficientes de proporcionalidade

2+

para a medigao do corante livre e ligado ao Ca ,

respectivamente, em 2 .

2

I ——

g R




3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos pelos valpo

res médios e seus respectivos erros padroes das medias. A

analise estatistica foi realizada empregando-se o teste "t
de Student para amostras naoc pareadas.

Para cada grupo experimental, os valores

. ~ . . 45

basais da secregao de insulina e dos efluxos do Ca foram

calculados a partir da média encontrada dos 5 pontos que an-

tecederam a estimulacio (i.e., min 40-44). Os valores medios

~ 45 . . .

da secregac e do efluxo do Ca foram obtidos a partir da me

dia dos pontos apés a estimulagao, previamente subtraidos de

seus respectivos valores basais.



IV. RESULTADOS

EFEITO DA GLICOSE SOBRE O EFLUXO DE 45Ca E SECRE~

GAC DE INSULINA DE ILHOTAS PANCREATICAS RECEM-ISOLADAS cu

CULTIVADAS POR 5 A 7 DIAS.

A figura 1 ilustra o efeito do aumento
da concentragac de glicose no meio perfusor, de zero para
16,7mM, sobre o efluxo do ca (fig. 1-A) e a secregao de in
sulina (fig. 1-B) de ilhotas recem-isoladas (circulos va-
zios) e ilhotas mantidas em cultura (ecirculos cheios). Na au
séncia de glicose, a secregao basal de insulina (min 40-44 )
foi estavel nos dois tipos de preparagfo, apresentando valo-
res medios de 0,41 #* 0,05 (média + SEM, n=5) e 0,29+ 0,04 U/
ilhota por min (n=6) para ilhotas frescas e cultivadas, res-
pectivamente (p> 0,05).

Nas ilhotas controle (recém—isoladas), o)
aumento na concentracao de giicose provocou uma resposta se-

cretoria de aspecto bifésico, caracterizada por um pico
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=

inicial transitorio (min 4515 ), seguido de um aumento pro-
gressivo e duradourc da secregac (min 5£L95). 0 acréscimo na
secregao, relativo ao primeiro pico, isto &, 4 a 5 min apos
a adicao de glicose, correspondeu a uma variagao ( acima do
basal) de 1,77 * 0,33 pU/ilhota por min (n=5). Por sua vez,
a secregéo niedia de insulina, apés corregao do correspondente
a secregao basal (min 401443, foi de .2,07 = 0,20 U/ilhota
por min (n=5).

Por outro lado, ilhotas cultivadas, quan
do submetidas a estimulagao pela glicose (16,7 mM), secreta
ram menor quantidade de insulina em ambas as fases, compara
das aos niveis apresentados pelas ilhotas controle. 0 pri-
meiro pico, registrado também no 5% min de estimulacgao, al
cangou valores de 0,63 + 0,14 yU/ilhota por min (n=6), di-
ferindo estatisticamente daquele apresentadc pelas ilhotas
controle (p <0,001). A exemplo da primeira, a segunda fase
da secregao tambem se apresentou severamente reduzida nas
ilhotas cultivadas. Os valores médios obtidos de se-
cregao de insulina foram de 0,70 * 0,05 U / ilhota

por min, diferentes dagueles observados para
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ilhotas  controle (p< 0,001).

A glicose provocou igualmente modifica-

~ . 45 . .
goes importantes no efluxo do Ca de ilhotas perfundidas. A
. , o~ 45 . .
figura 1-A 1ilustra as alteragoes no efluxo do Ca, induzi
das pela glicose, registradas concomitantemente a secrecac
de insulina. Nota-se que, nas ilhotas controle, a glicose
C o ~ 45 -

provocou 3 modificagoes no efluxo do Ca, padrao este
classicamente descrito na literatura (HERCHUELZ e MALAIS-
SE, 1978).

Durante o periodo basal - compreendido
entre os min 40 e 44° -, nenhuma diferenga foi

45

observada no efluxo do Ca entre os 2 grupos (ps 0,95). Es-
tes valores foram de 0,97 + 0,08 (n=5) e 0,98 * 0,06 (n=5)
% por min, respectivamente para ilhotas recém-isoladas e cul
tivadas.

A adigao de glicose ao meiloc perfusor
(min 45) induziu uma répida redugac no efluxo do isétopo.
Os valores registrados no nadir, observados simultaneamente
nosg 2 grupos {min 46" da perfusao), atingiram 0,36 3+ 0,03

(n=5) e 0,25 * 0,04 {n=5) % por min, para ilhotas frescas
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e cultivadas, respectivamente {p< 0,05).

Apés esta rapida redugido, o efluxo  do
45 . s ; . .

Ca elevou-se significativamente nos 2 tipos de ilhotas. Os
valores registrados no zenite, apods subtragao do efluxo ba-
sal, foram semelhantes entre si, atingindo 0,68 % 0,13 %
por min (n=5) nas ilhotas controle (min 50) e 0,62 + 0,05 %
por min {n=5%) nas ilhotas cultivadas (min Sf} (p>0,6).

Da mesma forma, nenhuma diferenga esta-
tistica foi verificada nas variagOes maximas do efluxo 4o
45 . . ~ .
Ca, ou seja, nas diferengas entre zenite e nadir. Estes va
lores atingiram 1,04 + 0,11 (n=5) e 0,87 * 0,06 % por min
(n=5), respectivamente em ilhotas controle e cultivadas
(p>0,2).

Entretanto, nas ilhotas cultivadas obser
vou-se diferencas quantc a fase subseqguente do efluxoc do
45 : ~ . .. .
Ca. Neste tipo de preparagao, a bifasicidade habitual do-g
fluxo, em resposta a glicose, fol perdida. Assim, o decaimen

45
to normal na taxa de efliuxc do Ca, apresentado por estas
ilhotas, apareceu precocemente em relagac ao grupc controle.

-, 45 ~ ~
0 efluxc medio de Ca, observado durante a exposigao a
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glicose (apés corregéo do basal), variou de 0,24 * 0,04 %
por min (n=5) nas i1lhotas controle e 0,07 * 0,03 % por min
(n=5) nas ilhotas cultivadas (p<0,02).
Para melhor avaliar a influéncia da cul-
tura de tecido na agao inibitdria inicial da glicose sobre o
45 . . .
efiuxo do Ca, os experimentos ilustrados na figura 1 foram

L~ 2+
repetidos utilizando-se meio perfusor sem a adigao de Ca

¥
contendo 0,5 mM de EGTA {(fig. 2)}. Esta condicaoc experimental
& utilizada para evidenciar o efeito inibitdrio da glicose
sobre o efluxo do referido isétopo, jé que suprime o© aumen-
. 45 X

to secundario no efluxc do Ca.

Antes da administracgac da glicose ( min

o 45 .

40«443, a taxa basal de efluxo do Ca foi similar nos 2 gru
pos experimentais, ou seja, 1,01 + 0,08 % por min {(n=6) nas
ilhotas frescas e 1,10 + 0,06 % por min (n=4) nas ilhotas
cultivadas {(p> 0,4).

Em ambos os grupos de ilhotas, 16,7 mM de
glicose provocou uma rapida e significativa reducao no eflu-

4‘5 ' d E
xo do Ca, que se manteve por todo o pericdo de perfusao. A

magnitude da redug%o foi identica nas 2 preparagoes, atingin
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do valores de 0,57 * 0,04% por min (n=6) em ilhotas controle
e 0,64 + 0,06 % por min (n=4) em ilhotas cultivadas {(p>0,3).

Da mesma forma, o efluxo medio encontra-
do entre os min 12°e 21° - apés o inicio da estimulagao - a-
tingiu valores similares, ou seja, 0,44 + 0,04 % por min
{(n=6) nas ilhotas controle e 0,46 + 0,03 % por min ( n = 4)

nas cultivadas (p> 0,4).

EFEITO DA CARBAMILCOLINA SOBRE O EFLUXO DO 4SCa DE

ILHOTAS RECEM-ISOLADAS OU CULTIVADAS.

Os efeitos de 200 uM de carbamilcolina
45 . . .

sobre o efliuxo do Ca de. ilhotas frescas ocu ilhotas manti-
das em cultura, perfundidas na presencga de 5,6 mM de glicose,
estao ilustrados na figura 3.

Na auséncia de carbamilcolina ( min 40°-

45 .

443, o efluxo de Ca apresentou medias de 0,64 = 0,02 e

0,86 + 0,03 % por min (n=6, em ambos os grupos) para ilho-

tas controle e cultivadas, respectivamente (p<0,001).
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Observa-se que o efeito da carbamilcoli-
na foi maximo no 12 minuto da estimulagac, seguido da retoma
da dos valores basais de efluxo nes 3 ou 4 minutos seguintes.
O incremento no efluxo fol semelhante nos 2 tipos de prepara
gao, medindo 1,53 % 0,07 % por min para ilhotas frescas e
1,52 ¢ 0,14 % por min para ilhotas cultivadas (n=6, para ca
da grupo:; p»0,9); porém, foram significativamente diferentes
dos seus respectivos valores basais (p<0,001, em ambos og ca

sos).

EFEITOS DA GLICOSE E DO KC1l NA INTENSIDADE DE FLUO
RESCENCIA DO FURA 2 DE CELULAS OBTIDAS DE ILHOTAS RECEM-ISO-

LADAS OU CULTIVADAS.

As figuras 4 e 5 ilustram, respectivamen
te, os efeitos de 50 mM de KCl e 16,7 mM de glicose sobre a
fluorescéncia registrada em celulas obtidas de ilhotas culti

vadas (figs. 5-A e 4-A) e recem-isoladas (figs. 5-B e 4-B) ,

previamente incubadas com o corante bilcluminescente fura 2 .




e o

Nos 2 tipos de preparacao, 50 mM de KC1
induziu um aumento imediato na fluorescencia (fig. 5). As va
riagoes percentuais foram de 99,3 * 4,4 % (n=3) e 31,5 +
2,5 % (n=3), respectivamente para celulas provenientes de i-
lhotas recém-isoladas e de ilhotas cultivadas (p< 0,002),.

Por sua vez, o aumento na concentragao
de glicose de 2,8 para 16,7 mM, provocou uma lenta elevagao
na fluorescéncia, a qual atingiu valores méximcs, em ambas
as preparacoes, 3 a 4 minutos apos a adigao de glicose (fig.4)
Células de ilhotas controle apresentaram variagoes de
76,8 + 3,7 % (n=3), enquanto que nas celulas cultivadas es-
tes valores foram de 33,3 * 5,6 % (n=3; p<0,01).

A partir dos registros de fluorescéncia,
as 1C%2*Ii dos 2 grupos experimentais foram calculadas segun
do GRINKIEWSK et al. (1985) (descrito anteriormente). A ta-
bela I resume os valores nominais das |Ca2+|i, antes e duran
te a eatimulagﬁo. Observa-se que os valores basais , tanto
das células controle quanto das cultivadas, foram semelhan-

tes entre si, seja na auséncia ou presenca de 2,8 mM de gli-

cose, Desta forma, nas celulas provenientes de ilhotas



- 34 -

controle os valores de §Ca2+ii atingiram 112 + 3 nM (n=3) e
122 +* 15 nM {n=3), na auséncia e na presenga de 2,8 mM de
glicose, respectivamente (p> 0,5). Por outro lado, células
de ilhotas cultivadas apresentaram médias de 138 * 38 nM
(n=3) e 144 * 15 nM (n=3), respectivamente na auséncia e na
presenca de 2,8 mM de glicose (p>» 0,8).

Apos a estimulagao pela glicose, as con-
centragoes de Ca24'atingiram 215+ 22 nM (n=3) nas células
controle e 191* 12 nM (n=3) nas células cultivadas (p<0,01).
A despolarizagao pelo K induziu um aumento de 112 + 3 nM para
223+ 10 nM (n=3) nas celulas recem-isoladas e de 138+ 38 nM
para 181% 47 nM (n=3) nas células cultivadas (p< 0,002).

Em ambos os tipos de preparagao, 0s au-

+

2
mentcos na [Ca li’ induzidos pelo KC1l ou pela giicose, foram

abolidos pela adigao de 50 uM de D60OC (figs. 4 e 5).
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Efeito de 16,7 mM de glicose sobre a taxa de

efluxo fracional (FOR) (grafico superior) e
a secregac de insulina (grafico inferior) de
ilhotas recém-isoladas {o--0) e cultivadas

(e--e), com o meio de perfusio contendo 2,56mM
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de Ca . Os valores médios ( +SEM) se referem a
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GLICOBE 16,7 mM

g
| 39‘49392#3923

foasg

0.2

Figura 2.
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31 40 50 80 70 80 90
TEMPO (min)

Efeito de 16,7 mM de glicose sobre a taxa de

efluxo fracional (¥OR) de ilhotas recem-isola-

das (o--~0) e cultivadas (e--e). O meic de per-
~ . .. 2+ , .

fusac foi suprimido em Ca e enriquecido com

0,5 mM de EGTA. Os valores medios {+ SEM) se

referem e & experimentos.
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CARBAMILCOLINA 200 uM

!
Y

TEMPO (min)

Efeite de 200 uM de carbamilcolina sobre a ta-
xa de efluxoc fracional (FOR) de ilhotas recem-
isoladas {o--0) e cultivadas (e--e), com o)
meio de perfusao contendo 2,56 mM de ca’t e
5,6 mM de glicose. Os valores medios { *SEM )
se referem a 4 ¢ 6 experimentos, respectivamen

te.
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D 600 50 uM
G 16.7 mM

D 600 50 uM

G 16.7 mM

b
2 min

Efeito de 16,7 mM de glicose e 50 yM de D6CO
sobre a fluorescencia do Fura 2, registrada
em 340 nm, de ceélulas insulares obtidas de i-
lhotas cultivadas (A) ou recém-isoladas (B).

0 meio extracelular continha 2,6 mM de Ca2+.
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Figura 5. Efeito de 50 mM de

a fluoresceéncia do
340 nm, de células

tas cultivadas (4)

KCl e 50 yM de D600 sobre
Fura 2, registrada en
insulares obtidas de ilho

cu recem-isoladas (B).
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0 meio extracelular continha 2,6 mM de Ca .
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V. DISCUSSAO

0 desenvolvimento das técnicas de cultu-
ra de pancreas endécrino viavel - seja de fetos, recém-nas
cidos ou adultos -, & de fundamental impertancia para o es-
tudo da fisioclogia deste tecido, bem como para a obtengao
de quantidade adequada de ilhotas de Langerhans, destina-
das a transplante em animais ou pacientes diabéticos.

A manutengao de ilhotas de roedores adul
tos em cultura fol primeiramente descrita por  MOSKALEVSKI
{1%65). A esta, seguiu-se uma serie de importantes publica-

goes, enfocandoc a preservacao de caracteristicas morfoldgi-
cas (JENSSON et al., 1966; WESTMAN et al., 1970; KOSTIANOVS-
KI et al., 1972; ANDERSSON et al., 1974a) e funcionais das
ilhotas (ANDERSSON e HELLERSTR@M, 1872; ANDERSSON, 1974; AN-
DERSSON et al., 1976; LACY et al, 1976).

Sob este Ultimo aspecto, entretanto, ob-

servou-se que, a medida em que se prolonga o periodo de

cultive, as ilhotas apresentam um declinio na resposta
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secretoria frente a glicose (BUITRAGO et al., 1975; LACY et
al., 1976; RABINOVITCH et al., 1978; VERSPOHL et al., 1988).
Embora torne o érgao inadeguadc, gquer para o estudo de suas
fungoes normais, como para sua utilizagao em transplante, es
te problema passou a ser muito interessante, na medida em
gue permite a utilizagéo de ilhotas cultivadas como um mode-
lo para o estudo das alteragoes no processo secretorio. Alem
dissc, a manutengao do tecido "in vitro'" oferece a possibili
dade de intervengoes diretas sobre o érgao, ne intuite de
prevenir ou corrigir anomalias.

Considerando a potencialidade deste mode
l1c experimental, e tentantce contribuir para um melhor enten-
dimento do processo secretério, nosso objetivo nesse traba-
lho foi comparar a secrecac de insulina e as alteragoces dos
fluxos de Ca2+ provocadas pela glicose, em ilhotas de ratos
recém-isoladas ou cultivadas por 5 a 7 dias.

Nossos resultados mostram claramente que
tanto a primeira gquanto a segunda fase da secrecao de insuli
na, induzida pela glicose, foram drasticamente reduzidas em

ilhotas cultivadas {(fig. 1-B), confirmando assim dados
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anteriores da literatura (RABINOVITCH et al., 1978; VERSPQHL
et al., 1988)., Esta redugao na respoesta secretoria poderia
ser consequencia de alteracao em qualquer das etapas do meca
nismo de secrecgao: (a) no metabolismo da glicose para forma-
gao de ATP e nucleotideos de piridina reduzidos; (b) no blo-

gqueic dos canais de K metabolicamente regulados; (c¢) na ati-

~ o 2+
vagao da permeabilidade ao Ca dependente da voltagem; (d)
no aumento do "turnover" e da concentrag%o citosolica do
2+ i ~ . . -
Ca  ; (e) na ativagao d¢ sistema efetor e, finalmente; (£)
na extrusao dos granulos de insulina ( para revisao, vide

WOLLHEIM e SHARP, 1981, MALAISSE, 1984; PRENTKI e MATSCHINS-~

KY, 1987).

Desta sequéncia de eventos, um dos pas-
scs fundamentais diz respeito as alteragoes dos fluxos de
Ca2+. Neste sentido, os resultados revelam que, apesar de

uma primeira fase aparentemente normal, o aumento secundarioc
45 - : e ;

ne efiuxo do Ca apresenta-se tambem significativamente re-

duzido na ilhotas cultivadas (fig. 1-A)., Neste ponto, se faz

necessaria uma analise mais detalhada do significado dos flu

x0s de 4SCa durante a estimulagéo pela glicose, Aceita-se
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4 ~
que cs aumentos no efluxo do 5Ca refletem a estimulagaoc da
2+ 45
entrada de Ca , e correspondem & um processo de troca Ca-
40 , . 40 . ~
Ca. Assim, o influxo do Ca na celula, em consequencia da
. ~ s 45 £
despolarizagao da membrana plasmatica, desloca o Ca dos si
tios ligantes intracelulares, aumentando o efluxo deste isd-
topo (HERCHUELZ et al,, 1980a: ABRAHAMSSON et al., 1981). Des
ta forma, fica claro que um menor valor da taxa fracional de
45 -
efluxo do Ca ¢, na verdade, reflexo de uma menor entrada
4 ”
de OCa nas celulas.
Portanto, numa primeira anélise, a redu-—
zida secregao de insulina, registrada em ilhotas cultivadas,
2 .
pode ser imputada a uma menor entrada de Ca”@ nas células be
ta. Suporte para esta proposigéo pode ser encontrada tanto
~ 45
na menor captagao de Ca (VERSPOHL et al., 1988), como tam-
bém nos experimentos onde as concentragSes citosdlicas do

2+ 2+ . .
a = (]|Ca ]i) foram avaliadas pelo corante fura 2 ( fig. 4-

C

Tab., I). Nas celulas provenientes de ilhotas cultivadas, a
: 2+

glicose provocou um aumento menos acentuado na {Ca li’ conm-

paradoc aquele apresentado por celulas insulares recem-iscla-

. . 2+
das. E interessante ressaltar que os valores basais da | Ca }f
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em ambos os tipos de preparagao, sao semelhantes aqueles des
critos na literatura (WOLLHEIM e POZZAN, 1984; PRENTKY e
WOLLHEIM, 1984; DELLERS et al., 1985; SUSSMAN et al., 1987 ;
ARKHAMMAR et al., 1987; GRAPENGIESSER et al,, 1988; GOBBE e
HERCHUELZ, 1989).
A fim de melhor estudar a resposta ini-
cial no efluxo do ~°Ca frente & glicose (fig.l-A, min 45-
50), ilhotas foram perfundidas em meio deficiente em Ca2+ e
enriquecido com EGTA {(fig. 2). Os resultados demonstram que ilhotas
cultivadas preservaram a capacidade de reduzir o efluxo do
5Ca na presenca da hexose., Isto indica que a manutengao do
tecido em cultura aparentemente nao alterou a distribuigao
intracelular do Ca2+, e nem mesmo 05 processos intracelula-
res responséveis pelos fluxos transmembranicos do ion regula—
dos pela glicose, como aqueles descritos em ilhotas recen-
isoladas (HERCHUELZ et al., 1980b; SIEGEL et al., 1980; HELL-

MAN, 1985). Nossos resultados demonstram ainda que o efeito

- . . 4 .
estimulatorio da carbamilcolina sobre o efluxo do 5Ca fol
similar em ambos os tipos de preparacao (fig. 3), sugerindo
que a cultura do 6rgéo nao afeta as propriedades dos
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receptores muscarinicos, conhecidamente presentes na membra-
na plasmatica da célula beta (MATHIAS et al., 1985). Os efei
. 45 . ..
tos da glicose sobre o efluxo do Ca em meio deficiente em
2
Ca * e os experimentos com a carbamilceolina indicam que o ma
. . 2+ z - s
nuseio intracelular do Ca permaneceu integro apoes o culti-
; - . 45
vo das 1lhotas, Alem disso, como o aumento no efluxo do Ca
induzido pela carbamilcolina reflete, "a priori", uma mobili
-~ 2+

zagao dos estogues intracelulares de Ca medlada pelo inosi
tol 1,4,5-trifosfato (BERRIDGE, 1983; BEST et al., 1984; MA-
LAISSE et al., 1985; ZAWALICH, 1988), & licito sugerir que a
hidrolise de polifosfoinositideos permanece linalterada emn
ilhotas cultivadas.

Supondo que o declinio na resposta secre
toria estimulada pela glicose se deva a inabilidade do aglG-

. 2+ .

car em provocar um influxo suficlente de Ca  nas celulas be
ta, ainda naoc esté claro qual € a causa desta anomalia. Uma
das possibilidades seria a de que a glicose, nas ilhotas cul
tivadas, nao consiga reduzir adequadamente a permeabilidade

ao K para induzir a despolarizacao celular que, em ultima

anélise, e respoensavel pela ativagéo da permeabilidade aco




ca® —voltagem dependente (ATWATER et al., 1978: BOSCHERO e
MALAISSE, 1979). Entretanto, nao parece ser este o problema,
uma vez que trabalhos recentes comprovam a eficacia da glico
se em reduzir convenientemente a permeabilidade do 86Rb (uti
lizado como substituto do K+) em ilhotas cultivadas ( VERS-
POHL et al., 1988; BOSCHERO et al., 1988; BOSCHERO et al.,
1990b}).

Outro aspecto importante a ser considera
do diz respeito ao metabolismo da glicose em ilhotas cultiva
das. Embora apresente taxa aparentemente normal de gera-
cac de ATP (ANDERSSON et al., 1974b; VERSPOHL et al., 1988),
demonstrou-se recentemente que o nivel de NADPH, assim como
a razao NADPH/NADP se apresentam diminuidos em ilhotas man-
tidas em cultura (VERSPOHL et al., 1988). Como o potencial
redox parece desempenhar papel importante na regulagéo dos
movimentos catidnicos na célula beta (HENQUIN e MEISSNER s
1984; MALAISSE et al., 1984}, e considerando as observagSes
recentes de que a glicose pode modular a aberiura de canais
de Ca2+ por fosforilagaoc de proteinas (LEBRUN et al., 1983 :

MALAISSE et al., 1985; SMITH et al., 1989; ROJAS et al.,
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1990), alteragSes no metabolismo da glicose - a nivel da gew
ragao de nucleotidecs de piridina reduzidos -~ poderiam expli
car a redugéo na secregao de insulina em ilhotas mantidas
"in vitro". Contudo, os experimentos realizados em meio defi
. 2+ . .
ciente em Ca (fig. 2), e os dados da literatura gue compro-
vam a eficiencia da glicose em reduzir adequadamente o eflu-~
86 . . . L _r

x0 do Rb em ilhotas cultivadas, contrariam a hipotese de
que as alteragoes metabllicas, “per se', seriam responsaveis
pela menor secregao de insulina apresentada por este tipo de
preparagao. Além disso, o metabolismo alterado nao explica o

2 -
menor aumento na |Ca ﬂi provocade por altas concentragoes de
KCl, obtido em células de ilhotas cultivadas (fig.5, Tab.I).

Sob este aspecto, a reduzida resposta ca
tidnica, frente a despolarizacio por K , poderia ser atribui
da tantoas alteragoes no numerc e/ou na sensibilidade dos ca

. 24 . ps ~
nalils de Ca dependentes da voltagem, quanto as modificagoes na
dependencia da voltagem para a ativagao destes canais. Foil
demonstrado recentemente uma redugao no numero de sitios li-
3 . - A . e oaa

gantes para a H-nitrendipina - uma dihidropiridina que age

2+
como potente antagonista de Ca - em membranas de
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insulinoma exposto a cultura (HOENIG et al., 1989). Apesar
de se tratar de modelos diferentes pode-se inferir, pelas e-
C et ~ . . 2+
videncias,que a redugaoc no numero de canais de Ca ~voltagem
.. ~ . 2+ .
sensivelis representa uma redugac nos canais de Ca funcio-
. . . . . 2+ -
nais, isto e, nagueles associados ao influxo de Ca na celu

la beta e subsequente secrecao de insulina.

Concluinde, nossos resultados indicam

L) - ) i r £

que o efeito deleterio da cultura sobre a secregao de insuli

* » i 3
na, estimulada pela glicose, esta relacionado com uma menor
24 - ; .

entrada de Ca pelas celulas insulares. Este efeito prova-
velmente se deve a uma diminuigao funcional do numero e/ou

2
sensibilidade dos canais de Ca + dependentes da voltagenm.

Resta ainda investigar a importéncia,
neste processo, da geracac dos nucleotideocs de piridina redu
zidos, principalmente no que se refere a participacao destes

. ~ 2+
agentes na ativagao de canals de Ca independentes da volta
gem (LEBRUN et al.,, 1982; HOENIG et al., 1989; ROJAS et al.,

1990).
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VI, RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo
comparar os efeitos da glicose sobre a secregao de insulina
e os fluxos de Cag+, em ilhotas de ratos recém-iscladas ou
mantidas em cultura.

Para isto, ilhotas de ratos Wistar adul-
tas foram isoladas por digestao com colagenase, Parte destas
ilhotas fol mantida em cultura por 5 a 7 dias, numa mistura
dos meios BME e DMEM, na proporcac de 5/2 (v/v), acrescida
de 10% (v/v) de soro de boi recém-nascido, com concentragao
final de glicose de 10,5 mM. As ilhotas foram mantidas a
372C, em atmosfera com 5% de CQ2' 0 meio de cultura fol renc
vado a cada 48 horas. Imediatamente apos o isolamento ou o
cultivo, as ilhotas foram lavadas 2 vezes com tampao bicarbo
nato. Para a execugéo dos protocolos, dois metodos foram uti
lizados:

(a) Perfusac de ilhotas recém-isoladas ou cultivadas, para

o Cm 45 -
analise da dinamica d¢ efluxo do Ca e da secregao de
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insulina;
Incubagac de células isoladas, provenientes de  ilhotas
frescas ou cultivadas, para medida da concentragao cito-

‘. 2% s
plasmatica de Ca , utilizando-se o Fura 2 como marcador

2+
do Ca .

Cs resultados mostraram que:

A capacidade da glicose em promover a secrecao de insull
na fol severamente reduzida nas ilhotas cultivadas.

~ . 2+ .
Na ausencia do Ca extracelular, a glicose provocou uma

~ 45 .
marcante redugao no efluxo do Ca, tanto em ilhotas re-
cém-isoladas quanto em ilhotas cultivadas.
2+ .
Na presen¢a de Ca extracelular, o incremento no efluxo
45 . . . . -

do Ca, induzide pela glicose, fol reduzido durante a se¢
gunda fase da secrecao de insulina.
0 aumento na concentragao citosdlica de cé}cio, proevoca-—
do pela glicose, foi significativamente menor em celulas
oriundas de ilhotas cultivadas, comparado aguele observa
do em céelulas obtidas de ilhotas recém-isoladas.

A cultura nac alterou a capacidade da carbamilcolina em

aumentar o efluxo do 450&.
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6. Nas celulas provenientes de ilhotas cultivadas, o incre-
mento na concentragac citosoclica de calcio provocado pe-
la despolarizagac com K* , fol de apenas 50% daquele ob-

tido em células de ilhotas recém-isoladas.

Concluindo, os resultados indicam gque o©
declinio na secregéo de 1nsulina de ilhotas cultivadas, quan
do estimuladas pela glicose, provavelmente se deve a incapa~
2%

cidade da hexose em aumentar adequadamente o influxo do Ca

nas celulas beta.




VII. ABSTRACT

The present study aimed at comparing the
effects of glucose on ionic and secretory events in freshly
igolated and cultured rat pancreatic islets.

For this pourpose islets from female
aduit fed Wistar rats were isolated by colliagenase digestion,
Part of these islets were cultured for 5 to 7 days in a mix-
ture of BME basal medium and Dulbecco's modified medium used
in a 5/2 volumetric ratio, and supplemented with 10% newborn
calf serum to yield a final concentration of glucose close
to 10.5 mM. The culture medium was renewed every 48 hours,.
The islets were maintained at 37¢C in a 5% 002 atmosphere.
Immediately before the experiments, the freshly isolated or
cultured islets were washed twice with a bicarbonate-buffered
solution. The methods used were:

(a) Perifusion of freshly isolated or cultured islets to mea
sure the 456& cutflow and insulin release;

(b) Incubation of isolated cells, obtained from freshly or
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+
cultured islets, to measure the citosolic 032 concentra
24 .
tion, using the Fura 2 as an intracellular Ca +u1nd1ca-
tor.
The results show that:
The capacity of glucose tTo provoke insulin release was
severely reduced in islets maintained in culture.
Wheter in freshly isclated or cultured islets, glucose
. . 45
provoked a marked and sustained decrease in Ca out-
. . 2+
flow from islets deprived of extracellular Ca .
24
In the presence of extracellular Ca throughout, the
magnitude of the glucose-induced secondary rise in 4 Ca
cutflow was reduced in culiured islets.
Glucose induced a weaker increase in citosolic calcium
concentration in islets cells obtained from cultured is-
lets than in islets cells dissociated from freshly isola
ted pancreatic islets.
. . 45
The stimulatory effect of carbamylicholine on "Ca out-
flow was unaffected by tissue culture.
In islets c¢cells cobtained from cultured islets, the in-

crease in citosolic calcium concentration evoked by K*
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depolarization average only half of that observed in con

trol experiments.

In ccnclusion, these results indicate

that the reduced secretory potential of glucose in cultured
pancreatic islets can be ascribed to the inability of the

nutrient secretagogue to provoke a suitable increase in Ca

influx.
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