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ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIMPLIFI CA(}Z&ES
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B/T
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CONTROLE

cpm

DESO
dpm

GPAIS

IT1IRR

Incubacao estatica

Razao entre as radioatividades 1liga-
das ao anticorpo, de um tubo qualquer,
¢ aquela verificada na auséncia de in

sulina nao-marcada.

Razdo entre a radicatividade ligada ao
anticorpo, de um tubo qualquer, ¢ a
radicatividade total utilizada.

(No RIE-PEG, em particular) indica a
radioatividade precipitada, inespeci-
ficamente, pelo PEG, na auséncia de
anticorpo.

Solucao (KREBS) em que nio se incuba
ram ilhotas.

Contagens por minuto (dpmxeficiéncia
de contagem do aparelho).

Dose efetiva mediana.

Desintegragoes por minuto.

Guinea pig anti-insulin serum:soro de
cobaia imunizada com insulina (porci
na, nesse caso).

Insulina imunorreativa de rato.
Incubagao de ilhotas em KREBS de compo
sicac constante, durante certo tempo
(90 min, no caso)}, no final da qual

se dosa uma Unica amostra.

Constante de associacao.
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MAXIMO (TOTAL)

MINIMO

PEG

QCI

RIE

RIE-CELULOSE

RIE-PEG

TFA

TOTAL

ZERO INSULINA

Constante de inibigao,
Equivale a constante de Michaelis-Menten.

Solugao tampao  bicarbonato de
KREBS-RINGER, suplementada com albumi
na bovina 0,2 % (m/v).

Radicatividade (cpm) total pipetadaen
cada um dos tubos do RIE.

(No RIE-CELULOSE, em particular) in
dica a radioatividade ndo-precipitivel
pela celulose, ou seja, a radioativg

dade inespecifica.
Polietilenoglicol.

Quantidades crescentes de insulina mar

cada.

Coeficiente de correlacio.
Radioimunoensaio .

RIE em que a separagao das fracBes de
insulina livre ou ligada ao anticorpo
foi feita pela celulose.

RIE em que a separacao das fracoes de
insulina livre ou ligada ao anticorpo

foi feita pelo polietilenoglicol.

Tampao fosfato (0,1 M e pH 7,0) ,suple

mentado com albumina.
v. MAXIMO.

Tubo desprovido de insulina ndo-marca
da,
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1. INTRODUGAO

1.1, MECANISMO DA SECRECAO DE INSULINA

O crescente ritmo de estudoe compreensio dos pro
cessos envolvidos na sintese e secrecdo de insulina, ocorrido
nas duas Ultimas décadas, deve-se, em grande parte, a dois
avangos técnicos desenvolvidos,aprimorados e difundidos a par=-
tir do final dos anos 50. 0O primeiro deles,o radioimunoensaio,
cujos fundamentos foram simultaneamente estabelecidos por
YALOW & BERSON (1960 %°°), nos EUA, e por EKINS (1960°%), na
Inglaterra, permitiu a dosagem rotineira de horménios e outras
substancias, com praticidade, exatidao, precisiao,sensibilidade
e especificidade muito superiores as apresentadas pelas técni
cas de mensuracao até entdo praticadas. O segundo avango se ini
ciou com o emprego de preparacgOes, {nm vitro ou in situ, de te
cido pancredtice total ou parcial, estendendo-se até nossos
dias, com o desenvolvimento de um elevado nimero de técni-
cas e variacoes. Assim, temos: (a) perfusio de pancreas in situ
(KUZUYA, KAJINUMA & IDE, 1974'%°); (b) perfusio de pancreas
An vitre (GRODSKY et afii, 1963 8%, SUSSMAN, VAUGHAN § TIMMER,
1966 %°° ; CURRY, BENNETT § GRODSKY, 1968a“*, c*®; IVERSEN,1971 139,
LENZEN, 1979 **%); (c) perfusdo de fragmentos de pancreas
(KIKUCHI et afid, 1974 ') (d) incubacio de fragmentos de
pancreas fetal (LAMBERT et afii, 1967 apud HEDESKOV, 1980 9 )
ou adulto (COORE & RANDLE, 1964 *®; MALAISSE, MALAISSE-LAGAE &
MAYHEW, 1967 **®; MALAISSE, MALAISSE-LAGAE & WRIGHT, 1967 187,
FELDMAN, QUICKEL Jr. § LEBOVITZ, 1972%°%): (e) cultura de teci

do pancreatico fetal (VECCHIO § GONET, 196727%) ou neonatal

(HOLLANDE et afii, 1976 '%); (f) ilhotas iscladas por micro




dissecgao (HELLERSTROM, 1964°7) ou por colagenase (MOSKALEWSKI,
196522%; LACY § KOSTIANOVSKY ,1967 *52) | incubadas em condicdes estati
cas (KEEN, SELLS § JARRETT, 1965**%; HOWELL § TAYLOR, 1968'%°; MA
LAISSE, MALAISSE-LAGAE § KING, 1968 %%, VANCE et afii, 1968271
COLL-GARCIA & GILL, 1969°7; ATKINS § MATTY, 1970%%: LERNMARK, 1971%¢7:
HELLMAN et af.ii, 1972'°%) ou dinamicas (IDAHL, 1972'%%:; LACY,
WALKER & FINK, 1972%°°; LAMBERT, HENQUIN § MALVAUX, 1974 61} oy,
ainda, mantidas em cultura (LAMBERT ef alif, 1969'¢%2): (g) cul
tura de celulas insulares (KOSTIANOVSKY efafii, 1974'*%: HOLLANDE
et alii, 1976 1%%); (h) perfusido de células insulares (IDAHL et
alii, 1976 *°7) e (1) incubacdo de membranas e granulos de ce
lulas insulares (DAVIS & LAZARUS, 1976%7:  LAZARUS, DAVIS &
O'CONNOR, 19767°%; DAVIS § LAZARUS, 1977**). Consideragdes so
bre as vantagens e limitacdes apresentadas pelas técnicas
in vitro, para estudo da secrecao de insulina, foram feitas

por FELDMAN (1979 °°) e HEDESKOV (1980 °%).

Os agentes capazes de desencadear a secrecio de
insulina sdo denominados iniciadores ou estimulos primarios,
enquanto aqueles que aumentam uma resposta SecretGria prima-
ria, mas sao, por si s6, incapazes de eliciar uma resposta se
cretoria, sdo referidos como potencializadores ou estimulos
secundarios. Dentre os agentes primirios, tais como carboi-
dratos (v.g. glucose, manose, N-acetilglucosamina, inosina,
gliceraldeido, diidroxiacetona, glucosamina) ; aminoacidos
(v.g. arginina, leucina, lisina, fenilalanina); acidos graxos
e outros, a a-D-glucose €, reconhecidamente, o maior estimulo

fisioldgico da secrecgdo de insulina.

O processo de secrecao insulinica estimulado

por glucose € aceito, atualmente, como uma seqiiéncia encadeada de

etapas. Estas se iniciam com o reconhecimento - {metabolismo,




possivelmente) do secretagogo pelas células beta, passando pe
~ . - 2+ . -

lo aumento da concentracdo citosclica de Ca e ativacao do

sistema de microtibulos e microfilamentos, indo até a 0COTTEN

cia da migracao das vesiculas armazenadoras de insulina,em di

recao & membrana plasmatica, e subseqiiente extrusio do contel

do granular para o liquido intersticial.

11,1 CINETICA DA SECRECAO

A secrecdo de insulina, evocada por glucose em
concentragao supra-limiar (estimulo em onda-quadrada) ,apresen
ta um caracteristico padrdo bifasico. Assim, apés um periodo
de 50 a 100 s de laténcia, ocorre um rapido aumento da taxa
de secrecao de insulina, que cai a niveis intermedidrios (en
tre os niveis basal e midximo) dentro de 5 a 10 min . Essa fase
inicial € seguida de um segundo e prolongado periodo,que apre
senta um aumento mais gradual da secregﬁo (GRODSKY et alid,
1968, apud HEDESKOV,1980°%). Esse padrdo de resposta foi, ini
cialmente, constatado em pancreas isolado e perfundido { CURRY,
BENNETT & GRODSKY, 1968a“*, b*®) ., sendo, posteriormente ,obser
vado em outros sistemas isolados, tais como: (a)fragmentos iso
lados de pancreas (KIKUCHI et alii, 1974'*"); (b) ilhotas iso
ladas (IDAHL, 19721'°°; IDAHL, 1973%%%; LACY, WALKER § FINK,
1972 1**; LACY,KLEIN § FINK, 1973 1%%; LAMBERT, HENQUIN § MALVAUX,
1974 **'; SIEGEL et alii, 1979258} ¢ {c) suspensao de células
insulares (IDAHL et afii, 1976 '*7). Diversas hipbteses tém
sido aventadas para explicar esse fenomeno. Nesse sentido,
GRODSKY et alii (1970, apud RANDLE § HALES, 1972%%%) propdem
um meodelo de dois compartimentos para a insulina estocada na

célula beta. Um, localizado préximo i membrana, teria dimen

soes reduzidas e seria rapidamente mobilizado, enquanto o ou




tro, mais interno, apresentaria grandes dimensodes e lenta mo
bilizagao. Por outro lado, LACY (1970 *3') sugere que os gra
nulos de insulina alinhados ao longo dos microtibulos poderiam
ser responsaveis pela primeira fase da secrecao, enquanto a
fase posterior decorreria da secrecdo dos granulos inicial
mente livres no citoplasma, e que se ligariam aos microtubu
los. GRODSKY et alii (1967, apud GRODSKY, 1970 **)consideranm
a possibilidade daquele padrao decorrer de um mecanismo de
inibigao, por feedback, da secrecao. Esta hipotese & apoiada
por evidencias eletrofisiolégicas sugestivas de uma auto-re
gulac@o secretoria da c€lula beta, pela propria insulina
(PACE et afii, 1977 %%). MALAISSE et alii (19742%°%) propden
que os granulos localizados na rede microfilamentar seriam
os responsaveis pela primeira fase, enquanto a segunda cor
responderia a uma mobilizacdo dos granulos secretdrios loca
lizados ao longo dos microtibulos. ORCI § UNGER  (19752%8)
atribuem o padrao bifasico a uma especial disposicao histold
gico-funcional das células insulares. Esta hipotese, entre
tanto, tornou-se insustentavel, ap0s a verificacdo de um pa
drao bifasico da secrecdo de insulina em suspensio de células
insulares (IDAHL et alil, 19767'°7). Por sua vez, MEISSNER §
ATWATER (1976%'°) consideram que o referido padrio seria um
fenomeno dependente, ao menos parcialmente, do potencial de
membrana. Segundo ATWATER § BEIGELMAN (1976'7), a resposta
secretoria bifisica seria explicavel pela existéncia de um
sistema regulatOrio na membrana da célula beta, possivelmen
te um canal de K* dependente de Ca_z+ intracelular. De acordo
com DAVIS & LAZARUS (1976 *7) e LAZARUS, DAVIS & O'CONNOR (19761%%),
a atuagao da glucose a nivel de um hipotético receptor

membranar produziria a primeira fase, enquanto a sua simulta

nea entrada e metabolismo na c¢€lula beta iniciariae manteria




a segunda fase da secrecao de insulina. Finalmente, WOLLHEIM
et alii (1978 **') reunem evidéncias de que aquele padrido seria
reflexo de uma alteracao bifdsica na concentracio citosdlica

do Ca2+.

1.1,2, RECONHECIMENTO DO ESTIMULO

A idéia de que o processo de secregdo de insuli
na envolveria o metabolismo da glucose remonta a décadas pas
sadas. Ja em 1958 *°°, POZIA et alii, testando o efeito de vi
rios carboidratos, injetados na artéria pancreatica de cies,
levantaram a hipdtese de que a secregido de insulina seria es
timulada por aglcares metabolizaveis. Resultados de KILO ef
atdl (1962 %7}, KARAM et alii (19661%%), IDAHL (1973%36) MA
LAISSE (1973'7") e KUZUYA, KAJINUMA § IDE (1974'%°)  sugerem
que a glucose precisa penetrar na célula beta e ser metaboli
zada, para provocar a secrecao de insulina. Por sua vez,
GAGLTARDINO § MARTIN (19667') consideram que o efeito estimu
latdorio da glucose depende do seu metabolismo, provavelmente,
no Ciclo de Krebs. Um papel deste Ciclo, como promotor do si
nal e energia requeridos para o processo de secrecio de insu
lina, foi sugerido por MALAISSE § MALAISSE-LAGAE (1968 '*°) pa
ra explicar o efeito estimulatério provocado por dcides gra
Xos e aminoacidos. MALAISSE et alii (1976d '°%)  verificaram
que a glicolise representa a maior via de metabolismo da glu
cose nas ilhotas pancreaticas, estando intimamente envolvida
no processo de identificagao da glucose, pela célula beta, €o
mo um estimulo para a secrecao de insulina. Sugerem que, no

processo de secregao da insulina por glucose, a glicdlise po

de regular os processos fisioldgicos dentro da célula  beta.




MALAISSE et alfii (1976f %°®) consideram que o metabolismo da
glucose na célula beta, especialmente no segmento metabdlice
localizado além do nivel de triose-fosfato, representa o com
ponente-chave do dispositivo glucossensor daquela célula.
Consideram, também, que o potencial insulinotrépico dos car
boidratos esta em paralelo com sua capacidade de sofrer gli
colise. Opinides concordantes com esta sao, igualmente, ex
pressas por MALAISSE et afid (1976c "% e ZAWALICH et alii
(1977 28%), Qutrossim, tem-se constatado que as curvas rela
cionando as taxas de secrecao de insulina e a utilizagao de
glucose pela célula beta, com a concentragao extracelular de
glucose, sao similares (ASHCROFT ez afidi, 1972 '%; ASHCROFT,

WEERASINGHE § RANDLE, 19731%).

Resultados obtidos por MALAISSE-~LAGAE § MALAISSE
(1971%1%) sugerem que o estimulo para a captacio de Cal® de-
pende do metabolismo da glucose pela célula beta. Segundo
SENER, LEVY & MALAISSE (1976°°") e ISHIBASHI ef alii (19801%%),
a glicolise exerce, na célula beta, um estreito controle so

2+

bre a mobilizacao de Ca® , levando 3z secregao de insulina.

Recentemente, foi proposto que a conexao entre
0s eventos metabolicos e o rearranjo dos fluxos catidnicos
da célula beta € feita por intermédio da geragao  intracelu
lar de NAD(P)H+ e H+, em paralelo com uma producdec aumentada
de ATP, que pode ser essencial para preencher a necessidade
de energia daquela c&lula (MALAISSE et afii, 1978b2°9 . MALAIS
SE et alii, 1979a?%!, b?°% 207y, Assim, a capacidade insu
linotropica de um secretagogo dependeria do grau de elevacio
de nucleotideos piridinicos reduzidos por ele provocada, nu

cleotideos estes que afetariam a afinidade, por cations, dos

sistemas ionoforéticos da célula beta (MALAISSE et alid,




1979¢ 2°7) |

Os resultados experimentais que correlacionam o
metabolismo de substratos e a secrecio de insulina, pela célu
la beta, constituem evidéncias favoriveis ao modefo do sitio-
substrato, como uma hipdtese explicativa para a acao insulino
tropica dos estimulos primiarios da secrecao. Esta hipotese
foi, recentemente, discutida em revisio publicada por MALAIS

SE et alii (1979a 297y,

Em oposicao, evidéncias favordveis ao modefo do
sitio-neguladon tém sido obtidas por outros pesquisadores. Se
gundo este modelo, a glucose pode desempenhar um papel duplo
nas células beta, ao agir como estimulante quimico, em adi
¢ao ao seu papel de substrato metabdlico (MATSCHINSKY e
alii, 1971%'°%). Dessa forma, a glucose,por si mesma, desenca
dearia a secrecdo de insulina, ao agir em um glucorreceptor
membranar. Dados indicadores de que a glicolise ndo € um even
to necessario para a secrecdo de insulina foram obtidos
por PACE § MATSCHINSKY (1974%°!'), ao verificarem que a citoca
lasina B provoca inibicio da utilizagao de glucose, em con
digoes que aumentam a secrecao de insulina. Entretanto,
HEDESKOV (1980 °®), revisando as evidéncias favoraveis ou con
trarias a uma e outra das hipdteses, considera fragmentarios
e contraditorios os argumentos em favor do modefo do sitio-ne

gufador, tendo reunido um maior volume de evidencias favora-

veis ao modelo do s{fio-substrato.




1.1,3. PAPEL DO AMPc

O papel do AMPc, no processo de secrecao de insu
lina, tem merecido grande atencao dos pesquisadores nos 1ti-
mos anos sem que, no entanto, se tenha alcancado uma conclu-
sao satisfatoria a esse respeito. CHARLES et afii (1973%% 3,
perfundindo ilhotas pancreaticas, mostraram uma elevacio de
2,5 vezes no nivel de AMPc, apo6s 2 ou 20 min de estimulacio
por 16,7 mM de glucose, acompanhada de rapido aumento da se
crecao de insulina. Idéntica observacao foi feita por GRILL
& CERASI (1974 *%, que verificaram também, em ilhotas isola-
das, uma correlacédao entre a taxa de secrecao de insulina, es
timulada por glucose, e o contelido de AMPc. O acumulo deste
nucleotideo, aparentemente, precedeu o inicio da secrec¢ao, O
que levou aqueles pesquisadores a sugerir que a secrecao de
insulina, provocada por glucose, poderia ser mediada pelo
AMPc. BRISSON, MALAISSE-LAGAE § MALAISSE (1972%?) e HOWELL §
TYHURST (1976b **!) propGem, para o AMPc, uma acio mobilizado
ra de CaZ+, a partir de organelas intracelulares, ocasionando
um aumento nos niveis citosdlicos desse cation, o que provoca
ria a secrecao. MALAISSE (1976a'’®) levanta a hipotese de que
as acoes do AMPc, na célula beta, sejam secundarias a uma al
terada (de)fosforilacao (a) das enzimas que controlam o meta
bolismo da glucose e (b) dos constituintes membranares envol
vidos na distribuicao subcelular dos ciAtions. Nio obstante,
mais recentemente, SIEGEL et afil (19792%¢) consideranm que a
acao do AMPc nzo se processa, unicamente, pelo deslocamento
intracelular de CaZ+, mas que ele atua, também, sensibilizan-

do o aparato secretor. Uma acdo do AMPc, apenas como modula

dor do estimulo primidrio, € defendida por SANDO, BORG & STEINER

(19722%®) e CHARLES et afii (19753}, ao mesmo tempo em que




hoje se tem reunido evidéncias sugestivas de que um aumento
na concentragao de AMPc, na célula beta, nio é uma condigao
necessaria, e nem suficiente, para a estimulagao da secrecao

de insulina (HEDESKOV, 1980 %%).

1.1.4, TIMPORTANCIA E ENVOLVIMENTO DO C;\LCIO

0 envolvimento de ions C32+ em processos de aco
plamento estimulo-secregao tem sido constatado em diferentes
estruturas nervosas e endocrinas (BIRMINGHAM, ELLIOTT §
VALERE, 1953 27; HUTTER § KOSTIAL, 1954 !3%; DOUGLAS, 1968 5¢:
- WILLIAMS, 1972 7%, LUNDQUIST, FANSKA § GRODSKY, 1976172 :
IVERSEN § HERMANSEN, 1977 1'%*%). Para revisio, vide RUBIN
(19702%%) e HALES e afii (1977°%),

Perfundindo pancreas isolado de rato, GRODSKY &
BENNETT (1966 °*) foram os primeiros a constatar a necessida
de de ions Ca2+ no meio extracelular, para a ocorréncia de
secrecao de insulina. Essa verificacio foi confirmada, em
identica preparacdo, por CURRY, BENNETT & GRODSKY (1968c “%);
em fragmentos de pancreas de coelho, por MILNER § HALES
(1967a 2'7); em fragmentos de pancreas de rato, por MALAISSE,
BRISSON & MALAISSE-LAGAE (1970 **%); em pancreas de rato, man
tido em cultura, por LAMBERT et af.ii (1969 %2} : em  ilhotas
isoladas de rato, por MALAISSE, BRISSON § BAIRD (19733°%1) ¢
HELLMAN (1975°°) e em preparacdes de membranas e granulos de
secrecao isolados, por DAVIS § LAZARUS (1977%%). Revisodes
que tratam-'do papel do Ca2+ na secrecao de insulina foram fei

tas por MALAISSE (1972 '7%), MALAISSE & PIPELEERS(1973 '%%)

MALAISSE (1975'7°) e MALAISSE ef afii (1978b 209y,
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A importancia do Ca®’

para a secrecao de insuli
na tem sido demonstrada, também, através do emprego de subs
tancias que promovem a sua captacdo através das membranas
(iondforos) (FUJIMOTO § ENSINCK, 1976 °°)ou inibem essa capta
‘¢cao (antagonistas) (DEVIS et alidi, 1975°%: MALAISSE e alidi,
1976a **%, b1%7 | e2°%; SOMERS et afii, 1976a °°;  MALAISSE,

1977 *7%; MALAISSE & BOSCHERO, 1977 183y .

2+ - - . - -
0 Ca € necessario, nao somente para a acgao es

timulatoria da glucose sobre a secrecao de insulina mas, tam
bém, para a acdao de outros agentes, COMmO sulfoniluréias
(CURRY, BENNETT & GRODSKY, 1968c “®; MALAISSE et alii, 197219%),
aminoacidos, potdssio, AMPc e carboidratos insulinotropicos

(MALAISSE et afii, 19721%%),

HELLMAN (1975 °%, 1977 '°!) considera importante,
para a secregao de insulina, um nivel Otimo de Ca2+ nos reser
vatérios funcionais deste cition na célula beta. Em concor
dancia com esta idéia, tem-se observado gue, dentro de um cer
to intervalo, a secrecao de insulina guarda relacao direta com
o nivel de Ca’* do meio extracelular (CURRY, BENNETT &§GRODSKY,
1968c “% FUJIMOTO & ENSINCK, 1976 %%). Uma elevacao da concen
tragao extracelular de CaZ+ provocaria um aumento na entrada
de Caz+ e/ou inibicao do seu efluxo, gerando um suficiente acg
mulo desse fon na célula beta, estimulando, assim, a secrecao

(DEVIS, SOMERS § MALAISSE, 1977 52 ).

MALAISSE & PIPELEERS (1973 %?) e PIPELEERS, MA

RICHAL § MALAISSE (1973 ?°%) sugerem que a participacdo de ca

. . ; 2+ -
tions divalentes, especialmente o Ca” , no acoplamento estimu

lo-secrecao, ocorre em uma etapa final e essencial da seqiien

cia secretoria de insulina. Por sua vez, HENQUIN (1978b'")con
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clui que a mera presenca de Caz+ extracelular ndo é suficien-
te para a estimulacgdo, pela glucose, da secrecao de insulina,
mas que deve ocorrer um influxo desse ion na célula beta. Es-
se mesmo autor considera que a necessidade de C32+ extracelu
lar parece ser absoluta para a fase inicial,e menos completa
para a segunda fase da secregdo. Uma verificacao conflitante
como essa €, no entanto, relatada por WOLLHEIM et alii (1978281
e KIKUCHI et afii (1979'*%). Esses concluem que a primeira fa
se de resposta 3 glucose & gerada pela utilizacdo do ca’? in-
tracelular, enquanto a segunda fase requer, para seu pleno de

. 2+ .
senvolvimento, tanto o Ca intracelular, quanto aelevada cap

tagao do Ca2+ extracelular.

Ao contrario do que se tem constatado em relacio
bt — - - - - . 2
4 secregao, a sintese de insulina parece prescindir do (a ¥
extracelular (CURRY, BENNETT & GRODSKY, 1968a"**; PIPELEERS, MA

RICHAL § MALAISSE, 197323%%),

Por outro lado, alguns estudos tém mostrado que

2+ . ~ . :
o Ca” , por si so, pode provocar secrecao de insulina na au

sencia de glucose (DEVIS, SOMERS § MALAISSE, 1975%'; WOLLHEIM
et alfii, 1975%%%; HELLMAN, 1976!°%; DEVIS, SOMERS § MALAISSE,

1977 52y .

Clinicamente, também se tem verificado a impor-
tincia do Ca’’ para a secregdo de insulina. Assim, AMEND Jr.
et alii (19751%2), BANSAL e# afii (19752'), YASUDA ef alid

(1975%%%) e GEDIK § ZILELI (1977 7?) detectaram resposta insu-

linica reduzida em pacientes hipocalcémicos submetidos a
sobrecarga de glucose. O mesmo se constatou em mamiferos
nac-primatas (LITTLEDIKE, WITZEL & WHIPP, 196819°;

WITZEL & LITTLEDIKE, 197327®). Outrossim, nas hipercalcemias,




12

um aumento da secregao de insulina, desencadeada por varios
agentes, tem sido constatado (a) em humanos submetidos a SO
brecarga de glucose (YASUDA et alii, 1975 %% FUJITA et alidi,
19787% ; GEDIK, AKALIN & KORAY , 198073) ou tratados com a sul
foniluréia glibenclamida (GER5 et alii, 19777%) e (b) em cies

infundidos com glucose (KUZUYA, KAJINUMA § IDE; 1974 %)  ou

tolbutamida (HARTER et af.i{, 1976°°%).

A localizagao de reservatdrios intracelulares de
2+ .. ~ . - . .
Ca € sua participacao no mecanismo de secrecao de insulina
tem sido objeto de estudo de alguns pesquisadores. HERMAN ,
SATO & HALES (1973'%%), empregando a técnica do piroantimonia
to, seguida de microscopia eletronica,verificaranm que 0s maio
res depdsitos situam-se nas vesiculas secretorias, nas mito-
condrias e na membrana celular. Observaram, também, que a in
cubagao das ilhotas, em meio com 16,7 mM de glucose, aumenta
a deposigao de precipitados de piroantimoniato nas vesiculas
secretOrias e na membrana celular. BLOOM of alid (197728)su§
tentam que os granulos secretdrios constituem uma parte consi
deravel do estoque de ca’? glucose-sensfvel da célula beta. A
importancia das mitocondrias na regulagao da concentracao de
+ P - . .
Caz citosolico nas células beta foi confirmada por HOWELL §
.i. -
TYHURST (1976b **'), empregando Ba’* como tracador daquele  ca
tion; por HOWELL & TYHURST (1976a'’"), através de auto-radio
grafia e por HOWELL (1977'27}, com o uso de microanalise de
ralo X. Apesar de controvérsias quanto ao papel especifico de
- . + - - - -
cada reservatorio, parece que o Caz esta distribuide entre,
. - . - . 2+ .
no minimo, dois reservatorios. Um, representado pelo Ca c1
- ~ 2+
tosolico, e outro, heterogéneo, e que corresponde ao Ca cap

tado por, ou ligado a, varias organelas (MALAISSE & PIPELEERS,

1973 182y
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A importancia transcendental do CaZ’ citosblico,
no processo de secrecdo de insulina, tem dirigido a atencao
de inimeros pesquisadores para ésse campo de estudos (MALAIS
SE, 1972773, BRISSON, MALAISSE-LAGAE § MALAISSE, 1972 %2, MA
LAISSE, 1973 17%; MALAISSE § PIPELEERS, 1973182, ATWATER g
BEIGELMAN, 1976 '7; SOMERS et alii, 1976a2°°;MALAISSE et alif,
1978a%°%, b**°), dentre outros. F amplamento aceito que )
evento primdrio que conduz i secrecdo de insulina € o aumento
do cdlcio ionizado do citosol da cflula beta (MALAISSE, 19721753,
ATWATER & BEIGELMAN, 1976%7). Ainda segundo esses autores, )
conceito de que a acumulagdo de Ca2+, em um s{tio-caltico da
célula beta, provoca a secrecdao, tem duas grandes implicacgoes,
1?) Agentes que estimulam ou inibem a secrecdo de insulina 0
fariam alterando o manuseio de Ca2+ pela célula beta; 2%)o Ca2+
poderia desencadear a secrecao de insulina através de uma moda
lidade simples e invariavel. O Caz+ exerceria um controle mul
tiplo sobre a funcdo da célula beta, em que um suprimento sufi
ciente de Ca’? seria requerido para (a) manter o reservatorio
celular de CaZ+ que media a secrecao de insulina e (b) regular
os processos consumidores de energia, possivelmente localiza-
dos na membrana celular (MALAISSE et afidi, 1978a2°%). De acor
do com MALAISSE ef afii (19727'°°) a estimulacao dasecrecio de
insulina, provocada por certos aglicares, aminodcides, potissio,
AMPc ou sulfoniluréias, e a inibic¢Bo da secrecdao, causada por
Mg2+, adrenalina, diazoxido, anestésicos locais e inibidores
metabolicos, sempre resultam de alteragoes no transporte ou na

distribuicao de ca’® na célula beta.
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1,1,4,1, DINAMICA DO CALCIO

Uma técnica que permite a avaliacao da quantida
de de Caz+ incorporado por ilhotas de Langerthans isoladas
foi desenvolvida por MALAISSE-LAGAE § MALAISSE (1971°%°). Por
sua vez, HELLMAN, SEHLIN § TALJEDAL (1976a?°%) adaptaram es
sa técnica, para permitir a distincio de diferentes reserva-
torios de Caz* na ilhota, por meio de lavagens com solucao
de La3+. Esses pesquisadores, bem como outros, tém, em va-
rias ocasioces, verificado que a glucose estimula a captacao
de Ca™* por ilhotas isoladas (MALATSSE ot alii, 1972 2°°.
HELLMAN, SEHLIN § TALJEDAL, 1976a’'°°, b'°*; BLOOM et afid,
1977 *%; NABER, McDANIEL § LACY, 1977 %2°; HELLMAN et alii,
19777°% FRANKEL ef alii, 1978°%; HELLMAN ef afii, 1978 '°¢:
HELLMAN § GYLFE, 1978 °% ). Outrossim, HELLMAN, SEHLIN € TALJEDAL
(1976b1°“) constataram a existéncia de dois reservatdrios de
Ca’t sensiveis a glucose. Um, que é deslocivel pelo La’? (si
tuado na membrana plasmatica), e outro, internalizado, Tesis
tente a esse cation. HELLMAN ef afid (1977'°7) verifica-
Tam que a captacao de Caz@ pelo reservatdério nao-deslocivel
pelo Las+ ¢ dose-dependente, na faixa de 0a 20 mM de glucose.
Umna relacao de dependéncia também foi observada entre a cap

~ 2+ - .
tagao de Ca” e a sua concentracido externa, na faixa de 16 1M

a 2,56 mM desse cation.

Foram obtidas evidéncias de que o Treservatério
de C32+ deslocavel pelo L33+ € 0 que apresenta as proprieda~-
des necessarias para‘atuar no processo de acoplamento estimu
lo-secregdo (HELLMAN, SEHLIN § TALJEDAL, 1976b°" ). Contudo,
resultados sugestivos de que o reservatdrio de C32+ nao-des

locavel pelo Laz+ pode desempenhar um papel na regulacdo ra-
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pida dos fluxos desse Ion foram obtidas por HERCHUELZ §& MA
LAISSE (1977 '*%). Resultados de MALAISSE-LAGAE & MALAISSE
(1971%*") sugerem que a captacdo de ca’? depende do metabo-
lismo intracelular de glucose, uma vez que a mesma fol redu
zida por manoeptulose e 2-deoxiglucose, reconhecidos inibido
res desse metabolismo. Entretanto, apesar dos esforcos dis
pendidos, considera-se que a localizacgdo precisa ~do(s) re
servatorio(s) de Ca2+ que controla(m) a secrecao de insuli
na, bem como o mecanismo pelo qual a glucose provoca o acumu
lo intracelular de C32+, permanecem ainda parcialmente incég

nitos (HERCHUELZ, LEBRUN § MALAISSE, 1980120},

MALAISSE, BRISSON & BAIRD (1973 1%1) observaram
que 1lhotas previamente marcadas com 4SCa, quando perfundi-
das com solugdo contendo 16,7 mM de glucose, apresentam uma
alteragao bifasica do efluxo desse cation radicativo. Ini
cialmente, o efluxo cai (dentro de 60 s), seguindo-se um acen
tuadoc aumento. Suas observacgoes foram, posteriormente, con
firmadas por diversos pesquisadores (HERCHUELZ & MALAISSE ,
1977 ''5; GYLFE § HELLMAN, 1978°%° . GYLFE et alii,1978°%; HER
CHUELZ & MALAISSE, 1978 '%; KIKUCHI et alii, 1978 '“5; HERCHU
ELZ & MALAISSE, 1980a ''7; HERCHUELZ, COUTURIER & MALAISSE,
1980%'%), Tem-se proposto que a glucose, inibinde a  safda
do Caz+ através da membrana da célula beta, conduziria a um
actmulo de C32+ no citesol, desencadeando, assim, a secregao
de insulina (MALAISSE, 1972%7%; MALAISSE, 197317 MALAISSE,
BRISSON & BAIRD, 1973 '*Y)., De acordo com HERCHUELZ & MALAIS
SE (1977 '**), a glucose exerceria uma acao dual sobre o re
servatério de Ca’’ nao-deslocavel pelo La>* (Caz¥ internali

zado). Inicialmente, ela aumentaria a afinidade, por CaZT

+

de algum componente da célula beta, provocando, mais tarde,
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um aumento do efluxo, que dependeria da  disponibilidade de
2+ . -
Ca extracelular, o qual entraria na célula por um processo
. 2+ 2+ . - .
do tipo troca Ca” x Ca” . Assim, o aumento secundirio do eflu

xo de 45Ca seria reflexo da taxa de entrada de 40

Ca nas célu
las insulares, através de canais de Ca2+ abertos (HERCHUELZ,

COUTURIER § MALAISSE, 19801!%°%),

1.1.4,2, INTERAQ@ES ENTRE CALCIO E OUTROS
TONS

0 papel do CaZ+ na secregao de insulina esta es
treitamente interligado ao de outros ifons, que também podem
participar no desencadeamento desse processo. Assim sendo,
MILNER § HALES (19682%°) constataram que uma concentragao ex
tracelular de K' de 60 mM somente estimula a secregao quando
0 Caz+ estd presente no meio. Hoje, aceita-se que esse efel
to se deve a despolarizacao provocada pela alta concentracao
extracelular do K (MILNER § HALES, 1967c 2%%: GOMEZ & CURRY ,
197377; ATWATER, RIBALET § ROJAS, 1978'®), que ocasiona um au

mento da incorporacgio de Na® (MILNER § HALES, 1967c¢?!'®*) e/ou

ca’’ (HELLMAN, SEHLIN & TALJEDAL, 1978'°%; HERCHUELZ et afii,

1980a'?'), neste caso, por meio da abertura de canais de ca’?
voltagem-dependentes. Em sentido oposto, a remocao do K" ex
tracelular provocaria a liberacao de Caz+ dos estoques 1ntra
celulares, em decorréncia de aciimulo de Na' nas células insu
lares, levando a um aumento do estimulo secretorio pela gluco
se (HERCHUELZ § MALAISSE, 1980b'!®). A supressio do K' extra
celular ocasiona, também, despolarizacao da membrana da célu

la beta (MEISSNER, 1976%'*), com a conseqiiente abertura dos

. + -
canais de Ca’ voltagem-dependentes e entrada  desse cation
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(HERCHUELZ et alfii, 1980a121),

Com relacio ao Na', GRIFFEY, CONAWAY § WHITNEY
(1974 %) verificaram uma secrecdo intensa e monofdsica de in

sulina, quando suprimiram esse Ton do meio perfusor de pancreas
isolado, atribuindo o efeito 2 uma captacao aumentada de C32+
e/ou a um bloqueio do seu efluxo. Atualmente, pode~-se expli-
car esse efeito pela existéncia, na célula beta, de um contra

24

transporte de Na' e Ca’’ (DONATSCH et al.ii, 197756).

Um aumento da concentracao intracelular de Na
seria o mediador do estimulo da secregao constatado em meio
desprovido de XK' (MILNER & HALES, 1967b 21'%8), Por sua vez,
LOWE et alii (1976'7') sugerem que o aumento da concentracao
citos6lica de Na' promove a liberacao de Caz+ dos compartimen
tos intracelulares. Essa suposicio € compartilhada por
HERCHUELZ & MALAISSE (1980b''®), para explicar o estimulo da
secrecao provocado por veratridina (ionoforo de Na*) ou pela

- +
remogao do K extracelular.

DONATSCH ef afid (1977°°) consideram que, tanto
o Na' quanto o C32+parecem entrar na célula beta através de
canais de Na' abertos pela veratridina, muito embora se desco
nhe¢a um significado fisioldgico para este efeito. Resultados
experimentais sugerem que a abertura dos canais de CaZ+ volia
gem-dependentes, mediando a entrada de Ca2+ na ceélula beta,
bem como a inibicio do seu efluxo por contratransporte Na'x
CaZ+, representam o mecanismo pelo qual a glucose provoca 0

acumulo desse cdtion divalente na célula beta e a consequente

secrecao (HERCHUELZ, LEBRUN § MALAISSE, 1980 12°).

SEHLIN & TALJEDAL (1975 2°2) sugerem que a acdo

despolarizante da glucose sobre as células beta seria nedia
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da, ao menos em parte, por um decréscimo na permeabilidade da
membrana ao K' . Resultados concordantes com essa sugestao fo
ram obtidos por BOSCHERO et afii (19773%) e HENQUIN (1978al??,
c'™). Outrossim, MALAISSE et alii{ (1978b2°%) consideranm que
o maior efeito da glucose sobre o manuseio do K+, pelas ilho
tas pancreaticas, consiste em reduzir o efluxo, sem afetar
o influxo desse ion. A glucose facilita a entrada de Ca2+ nas
celulas, pelo menos parcialmente, através de seu efeito inibi
dor da permeabilidade membranar ao K e consequente despolari

- . Z+
zagao, resultando na abertura dos canais de Ca

(HERCHUELZ
et alii, 1980a'??, b'??). Finalmente, HENQUIN (1979''?)  apre
senta evidénciaé de que o Ca2+ intracelular aumenta a permea
bilidade membranar ao K+, em células insulares, e que o influ
xo de Ca2+, estimulado por glucose, pode representar um con
trole em feedback do decréscimo da permeabilidade ao K+, me

diado por glucose.

Um esquema do acoplamento entre os eventos meta
bolicos e catidnicos da c€lula beta € apresentado na  figura

1.

1.1.5, SISTEMA EFETOR E LIBERA@AG DA INSULINA

A sequéncia de alteracoes metabdlicas, idnicas e
eletricas, desencadeadas, na célula beta, pela agao dos dife
rentes agentes secretagogos, converge para uma vdia {inal co-
mum, o sistema efetor, constituido pelo aparelho microtubular

-microfilamentar, em conexdo com a membrana plasmatica.

A existéncia de um cito-esqueleto interno na cé

lula beta foi, originalmente, proposta por LACY et alii (1968'%%).
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GLUCOSE E OUTROS NUTRIENTES

METABOLISMO
} GERAGAO DE NAD(P) H+ { GERAGAO DE H*
| TRANSPORTE | CONTRATRANSPORTE
I
~—(—) IONOFORETICO DO K* Nat - cal*

( { conputanciA )

\

} ArInIDADE ABERTURA DOS CANAIS
IONOFORETICA POR DE Cal™*
Cal* VOLTAGEM-DEPENDENTES

1
} EFLUXO DO Cal*

f 2
ENTRADA DE Ca

!
ACUMULO DE Cal*

SECREgﬁo DE INSULINA

FIGURA 1, Modelo esquematico do acoplamento entre os eventos

metabolicos e catidnicos, no processo de secrecao de insulina.
Baseado em HENQUIN (1979 ''?), ATWATER et afii (197919, MALAIS
SE et afidi (1979a *°!) e HERCHUELZ et af{i (1980b !22),.
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Segundo estes autores, filamentos contrdteis, de material idén
tico a éctinomiosina, ligariam parte dos granulos beta & mem
brana celular ¢ proveriam vias internas para o movimento con-
trolado dos granulos no citoplasma. Ao longo dos anos, essa
hipotese tem sido extensamente fundamentada en experimentos,
gragas, em grande parte, ao uso de drogas que alteram a esta
bilidade e/ou conformacdo de componentes do sistema microtubu-
o0, citocalasina B, vin

cristina). Nesse sentido, diversas pesquisas tém evidenciado

lar-microfilamentar (v.g. colchicina, D

a participagao dos microtObulos na dinamica da secregio de in
sulina (MALAISSE-LAGAE et alii, 19717%''; DEVIS et alii, 1974 5%
LACY, WALKER § FINK, 1972%'%°; MALAISSE, 1976b%77}. Segundo LACY,
WALKER & FINK (1972 '°°), ambas as fases da secrecio de insuli
na envolvem a participacgzo do sistema microtubular. Indo adian
te, MALAISSE (1976b'77) demonstrou que a integridade do apare
lho microtubular € requerida, n3o somente para a perfeita se-
crecao dos granulos pré-formados, mas também para a transfe
réncia da proé-insulina do reticulo endoplasmidtico rugoso
para o Complexo de Golgi. O aparelho microtubular prové a ar
magao para a secrecao funcional dos granulos, controlando os
eventos motores intracelulares para sua translocacdo (VAN
OBBERGHEN et afid, 1975727?; MALAISSE 1976b177), enquanto  que
a contracgao dos filamentos tipo actomiosina seria a forgca mo
triz que disporia os granulos em aposicio com a membrana, con
duzindo a secrecdo (LEVINE, 1970%%). A ativacio do sistema
microtubular-microfilamentar seria desencadeada pelo acumulo
de CaZ+ na célula beta (MALAISSE § MALAISSE-LAGAE, 19701%8'; MA
LAISSE et alii, 1971'°"), especificamente em wum  determinado
local (MALAISSE, 1972 '73), através da interacdo desse cation
com as proteinas microtubulares (MALAISSE et aléidi, 1972'%%).

Evidéncia adicional do envolvimento do sistema microtubulayr-
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microfilamentar, na translocacac intracelular dos granulos be
ta, provém de estudos cinemicrograficos realizados por LACY,
FINKE § CODILLA (1975 *°*7} que demonstraram a ocorréncia de
movimentos granulares apds a estimulacao com glucose. Esses
movimentos foram inibidos na auséncia de Ca2+.

Quanto a rede microfilamentar, localizada proxima
a membrana da célula beta, ela atuaria como uma barreira,preve
nindo a fusao incontrolada das membranas vesicular e celular
(MALAISSE, HAGER & ORCI, 1972'°°; ORCI, GABBAY & MALAISSE,197272°;
MALAISSE, 1972'7%). Recentemente, MALAISSE & ORCI (1980 18%) ¢
SOMERS et af.ii (19802%%) réuniram evidencias favoraveis 3 parti
cipagao de um processo quimiosmStico na exocitose dos granulos
de insulina. Segundo o0s autores, esse processo explicaria, emn
termos bioquimicos, a fissdo das membranas no sitio exocitéti-
co, bem como o fenomeno da secrecao em cadeia, em que dois ou
mais granulos sao descarregados, em fileira, num mesmo local

da membrana.

A participagao do sistema efetor no processo de
secrecao de insulina foi revisada por LACY & MALAISSE (197315%),
OSTLUND (1977%%%) e MALAISSE § ORCI (1979 8%},

1.2, ANTAGONISTAS DO CALCIO

A parte de elementos quimicos que apresentam acoes

.2 74+ 2+ 3+
1 It

antagonicas as do ca’? (v.g. Mg2+ , N , M , Co™ ,La” ), va

rias drogas com efeitos farmacoldgicos similares,embora com es
truturas quimicas diversificadas, foram agrupadas como antago

“* (FLECKENSTEIN, 1977°7). As drogas mais

nistas organicos do Ca
representativas do grupo(verapamil, metoxiverapamil (D600) ,

prenilamina, fendilina, nifedipina, diltiazem e suloctidil) in
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terferem com a fun¢dao normal do Ca2+ nos organismos vivos.
Elas inibem as contfagSes dos mGsculos cardiaco e liso, a
secrecao glandular e a liberacgio de neurotransmissores (HIMO
RI, ONO § TAIRA, 1975 **"; FLECKENSTEIN, 1977°7; NABATA, 1977225;
NAGAO, IKEO & SATO, 1977 *27). Suas agdes podem ser antagoni
zadas pelo aumento da concentracio extracelular de Caz*. va
rias dessas drogas tem sido utilizadas clinicamente, no tra

tamento de anginas, hipertensao e arritmias.

1,2,1. EFEITOS SOBRE A SECRECAO DE INSULINA

1,2,1.1, ANTAGONISTAS INORGANICOS

0 efeito antagonico do Mg2+ sobre a secrecao de
insulina foi, inicialmente, estudado por BENNETT, CURRY &
GRODSKY (19692%), com a utilizacao de pancreas perfundido.
Eles verificaram bloqueio da secregao, quando elevaram a con
centracao de Mgz+ para niveis 2 ou 3 vezes maicres que os do
C32+. Segundo esses autores, o Mg2+ e o CazW competiriam pe
los mesmos sitios ativos da membrana celular ou granular, sen
do que a ocupagao desses sitios pelo Mg2+ impediria o efeito
permissivo ou facilitatdrio do Ca  sobre a secrecao. Em ilho
tas isoladas, MALAISSE et afii (1976e?°®) observaram uma ini-
bigcao dose-dependente da secrecio insulinica, com o wuso de
Mg2+. Verificaram, também, que altas concentracoes deste ca-
tion provocam reducdo da incorporacio de 45Ca por ilhotas iso
ladas sem, no entanto, alterar o seu efluxo. Recentemente

SOMERS, DEVIS § MALAISSE (1979 2°%) sugeriram a possibilidade

+ -~ - . -,
de que o Mgz » €m concentracoes fisiologicas, exerca algum

efeito inibitorio sobre o processo de secrecao (v.g. pela fa-
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a o - - +
cilitagao do contratransporte de saida do Ca2 )}, de tal forma
que a sua remogao liberaria a capacidade da célula beta secre

. . - . 2+
tar insullna, mesmo na ausencia de Ca extracelular.

Efeitos inibitérios do Co’® foram observados por
LAMBERT & HENQUIN (1974'°°) e HENQUIN § LAMBERT (197571%), Em
pregando ilhotas isoladas, esses autores verificaram inibi-
 ¢ao secretdria, tanto na auséncia quanto na presenca de gluco

se ou leucina. A captacao de 45Ca foi, também, inibida. Esses
_ ’s

>

efeitos foram mais acentuados em baixas concentracoes de Ca
indicando um antagonismo competitivo Cazf\mxsus Cozy.lb acordo com
DONATSCH et afii (1977°%), o C02+ atuaria bloqueando o canal
de Cca’’ voltagem-dependente da membrana da célula beta. Con
tudo, esse efeito, per se, nao explica a redugao da secre-
¢ao basal (glucose ausente), observada por HENQUIN § LAMBERT
(1975 1%y,

Um efeito inibitorio sobre a secrecdo, provocado
.2+ i . .
pela presenca de N12 no meio extracelular de ilhotas, foi re

gistrado por DORMER et af.ii (1973°%7).

1,2,1.2, ANTAGONISTAS ORGANICOS

Efeitos inibitdrios sobre a secrecao de insulina,
. - 2+ ~ .

provocados por antagonistas organicos do Ca“’, tém sido demons
trados por DEVIS et alii (1975°%) e MALAISSE et afii (19772°°),
com o emprego do verapamil; MALAISSE et afid (1976a *°%) com o
D600; MALAISSE et alii (1976b *°*7) com o R33711: MALAISSE
(197717%) usando o suloctidil e MALAISSE § BOSCHERO (197718%)
com a nifedipina. Todos esses antagonistas inibiram, de manei

ra dose-dependente, a secregao de insulina estimulada por glu
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cose, sendo que o efeito foi mais acentuado em baixas concen
- 2+ - .
tragoes de Ca” ., Uma constatacao em comum, feita por aqueles
. . - ~ 45
pesquisadores, foi a reducdo da captacio de Ca, tanto na
presenga, quanto ausencia de glucose. Aparentemente, esses an

tagonistas nao interferem no processo de reconhecimento da

glucose como secretagogo.

A explicacao que tem sido dada para o efeito ini
bitorio dos antagonistas sobre a secrecao de insulina € a re-
ducao na entrada de Ca2+ na célula beta. Nzo obstante,
CHURCH & ZSOTER (1980°%) , partindo de evidéncias obtidas com-
o uso de tecidos musculares, afastam a idéia de um efeito ini
bitorio sobre a entrada de Caz+ e admitem uma acao intracelu-

2+

lar,provavelmente sobre a liberagio e ligacao do Ca“” em re -

servatdrios intracelulares.

1.3, ATUACAO DE ANTIBLOTICOS AMINOGLICOSIDICOS SOBRE
TECIDOS EXCITAVELS

A gentamicina — gentiomicina C ou gentamicina C,
segundo GLASBY (1976 7°), — um dos antibidticos gue utilizamos
neste trabalho, pertence a divisdao aminociclitélica do grupo
dos antibioticos aminoglicosidicos. Os antibidticos deste gru
po sao bases organicas (excegdo 3 viomicina), elaboradas por
actinomicetos dos géneros Strneplomyces e Micromonospora, Com
poem o grupo as familias da estreptomicina (estrepto e diidro
estreptomicina); da canamicina (canamicina, tobramicina e ami
cacina); da gentamicina {gentamicina, sisomicina e netilmici-
na); e da neomicina (neomicina, paromomicina, ribostamicina e

lividomicina), além de outros, como aminosidina, soframicina,
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espectinomicina, becanamicina, etc.

Todos os componentes do grupo, como apropriada-
mente indicado pelo nome, apresentam, na sua estrutura molecu
lar, dols ou mais aminoagicares, conectados por enlaces glico
sidicos a um anel inositdlico modificaéo — o aminociclitol—

(SANDE § MANDELL, 1980 2*7),

1.3.1, ACOES DE ANTIBIOTICOS DA FAMILIA DA GENTAMI-
CINA SOBRE TECIDOS EXCITAVELS

1.3.1.1, JUNg'Ae NEUROMUSCULAR

VITAL BRAZIL & PRADO-FRANCESCHI (1969a?7%) veri
ficaram uma interrupgao na transmissao neuromuscular de pre
paragoes nervo-musculo de gato, ap6s administrac@o de gentami
¢ina, que foi antagonizada pelo Ca2+ e, COom menos constancia,
pela neostigmina. Esses mesmos autores observaram paralisia
flacida em pombos, apds administracdo de gentamicina. Dados
comparaveis foram registrados por ADAMS ef alii (1976%), que
cbtiveram uma redugao da magnitude dos abalos musculares pro
vocados por estimulacao nervosa, apo0s administracdao de genta
micina. Este efeito foi antagonizado pelo CaZ+. Em 1972°%,
DRETCHEN et aff{ constataram que a gentamicina reduz a libera
¢ao de acetilcolina na jungdo neuromuscular, concomitante com
0 bloqueio mioneural. Mais recentemente, ALBIERO et akii{1978 %)

observaram uma alta correlagdo entre os efeitos bloqueadores

neuromusculares da netilmicina, sisomicina e gentamicina,e as

suas toxicidades agudas.
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1.3,1.2. SISTEMA CARDIOVASCULAR

ADAMS (1975b%) registrou, em babuinos, uma redu-
c¢ao dose-dependente da freqiiéncia cardfaca, da forca de con
tragao do ventriculo esquerdo, do débito cardiaco, bem como
das pressoes sistdlica e diastélica, conseqglientes 3 adminis-
tragao I.V. de antibidticos aminoglicosidicos, dentre os quais
a gentamicina. Os efeitos foram rapidamente revertidos pela
administracio de Ca2+. Esse mesmo autor (1975c¢?) demonstrou
acoes diretas da gentamicina sobre o miocardio de rato. Por
sua vez, ADAMS § DURRETT (1978%) sugerem que 4 gentamicina
provoca o desacoplamento do processo de excitacao-contracao no
musculo cardiaco, talvez pela inibigdo da ligacgao do ca’* nos

.. .
Sitios membranares superficiais.

Em musculatura lisa vascular de mamiferos ,ADAMS ,
GOODMAN & WEISS (19747) e GOODMAN & ADAMS (19767%)constataram
um efeito inibitério, dose~-dependente, da gentamicina sobre a

4SCa, bem como depressdo da resposta contratil.

captacao de
Esses autores sugerem que a inibigao direta da contratilidade
da musculatura lisa vascular pode estar envolvida na etiolo-
gia das acdes hemodinamicas depressoras dos antibidticos ami

noglicosidicos.

1.3.2,  ACOES DEOUTROS ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDICOS
SOBRE TECIDOS EXCITAVEIS

1.3,2.1. Juwgi\o NEUROMUSCULAR

Ocorréncias clinicas de efeitos colaterais, pro

vocadas por antibidticos aminoglicosidicos, tém sido descri
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tas na literatura. Assim, PRIDGEN (1956 2*!) apresents casos de
parada respiratdria, decorrentes da administragdo de neomici
na a pacientes. HOKKANEN (1964 12%) gbservou o efeito agravan
te causado por antibidticos aminoglicosidicos, em pacientes
portadores de miastenia grave. Uma extensa revisio de casos
clinicos, a esse respeito, foi feita por PITTINGER, ERYASA §
ADAMSON (1970%23%),

Experimentalmente, um grande niUmero de pesquisa
dores tem demonstrado a agio bloqueadora neuromuscular de an
tibidticos aminoglicosidicos(VITAL BRAZIL § CORRADO,1957 27"
CORRADO, RAMOS & DE ESCOBAR, 1959 %2; ELMQVIST § JOSEFSSON,
1962 °" ; VITAL BRAZIL § PRADO-FRANCESCHI, 1969b27: DUNKLEY,
SANGHVI & GOLDSTEIN, 19735 ; CORRADO, PRADO § PIMENTA DE MO
RAIS, 1975"%; WRIGHT § COLLIER, 1977 2®%; IEE & DE SILVA,1979¢%)
€ outros. Uma verificacdo quase unanime, feita por diferen-
tes estudiosos, é de que o aumento da concentracao de CaZ+
no melo provoca a reversao dos efeitos daqueles antibioticos.
DRETCHEN et afii (1973°°) consideram que a estreptomicina
atua, tanto inibindo a atividade do terminal do nervo motor,
como reduzindo a sensibilidade da placa motora & acetilcoli-
na. O primeiro efeito decorreria de um antagonismo competiti
vo entre o Caz+ € a estreptomicina, a nivel pré-sinaptico

(PRADO, CORRADO & MARSEILLAN, 1978240y,

Por sua vez, SUAREZ-KURTZ (19742?%%) obteve resul

tados indicativos de uma acio depressora da estreptomicina e
. ~ . + ..
neomicina sobre a condutancia membranar ao Ca2 , 0 que ini

biria o desenvolvimento da tensio muscular.

Para explicar a acao bloqueadora mneuromuscular
produzida pelos antibidticos aminoglicosidicos, VITAL BRAZIL

& PRADO-FRANCESCHI (1969b?7%) postulamque estes antibidticos.
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a nivel do terminal nervoso, competiriam com o ca’? pelos mes
mos sitios de ligacdo deste ciation, impedindo o0 seu suposto
efeito sobre a liberacao de acetilcolina. As hipoOteses que
tentam explicar a ac¢ao bloqueadora neuromuscular dos antibio
ticos aminoglicosidicos foram assunto de revisio elaborada

por PITTINGER & ADAMSON (1972 %373,

1.3.2,2, SISTEMA CARDIOVASCULAR

Agoes inibitdrias de antibidticos aminoglicos{di
cos sobre parametros do funcionamento cardiaco tém sido rela
tadas por diversos autores (SWAIN, KIPLINGER § BRODY, 1956267
LEADERS, PITTINGER & LONG, 1960 '°®%; COHEN et afi{,1970%%; ADAMS,
1975a', b?; PAYET et aldii, 1980 2%%), Por outro lado, efeitos
inibitdrios sobre os processos fisioldgicos da contratilidade
da musculatura lisa vascular foram observados por WOLF &§ WIGTON
(19712°%), WEISS, GOODMAN § ADAMS (1973 277), GOODMAN, WEISS &
ADAMS (19747°) , ADAMS & GOODMAN (1975°) e GOODMAN & ADAMS (197678} .
AlteracOes cardiovasculares provocadas pelos antibidticos enm

geral foram sumarizadas por ADAMS (1976%).

1.3.2,3, MUSCULATURA LISA RESPIRATORIA E
INTESTINAL

Efeitos inibitdrios da aminosidina e da estrepto
micina sobre a musculatura bronquial foram relatados por BENZI
et afidi (1971%%) e ALTINKURT & KANZIK (19801, respectivamen

te. A nivel de musculatura lisa intestinal, uma acio inibito

ria exercida pela estreptomicina foi descrita por LEADERS,
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PITTINGER & LONG (1960'°"), DZOLJIC § ATANACKOVIC (1965°%) e
PIMENTA DE MORATS, CORRADO § SUAREZ-KURTZ (19782%%%). A possi
bilidade de uma competicio entre Ca2+ e antibioticos aminogli
cosidicos, a nivel da membrana celular das fibras musculares
lisas, & considerada por PIMENTA DE MORAIS, CORRADO & SUAREZ~
KURTZ (1978 ***) | para explicar os efeitos inibitérios observa

dos.

1.3,2.4, TECIDO NERVOSO

Uma acao ganglioplégica provocada por antibioti
cos aminoglicosidicos foi verificada por CORRADO (195839),
LEADERS, PITTINGER & LONG (1960 ***) e ALKADHI § McTISAAC (197879,
com ¢ uso de estreptomicina;  CORRADO § RAMOS (1958%%) e
WRIGHT & COLLIER (1977 %°*), com neomicina e CORRADO § RAMOS(1960%%),
empregando a canamicina. Todos esses aufores constataram uma
reversao do bloqueio ganglionar, apbs elevarem a concentracao

extracelular de Ca2+

Por sua vez, DIECKE, WESTECKER § VOGT (1971°%) ob
servaram uma inibigao nos parametros do funcionamento fisiolg
gico de fibras nervosas mielinizadas, conseqliente a aplicacio

de estreptomicina.

1.4, OUTRAS ACDES DE ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDICOS

PICCININI et afii (19732%%), utilizando modelo
de membrana, verificaram que gentamicina, neomicina, aminosi

dina, canamicina e estreptomicina inibem, de maneira dose-de
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~ . + N
pendente, a transferencia de Na , K , Mg e Ca2+, efetivada

pela cefalina. Aqueles autores constataram que oS mesmos an-

tibidoticos também inibem o transporte de 45

Ca feito pela fos
fatidilserina e fosfatidilinositol, com uma potencia relativa
similar @ que se tem observado para os efeitos inibitdrios SO

bre tecidos musculares.

SCHIBECI & SCHACHT (1977 ?°1) estudaram o efeito
da neomicina sobre o metabolismo de fosfolfpides, a nivel re-
nal. Apos tratamento cronico de cobaias com esse aminoglicosi
dico, notaram uma redugdo da incorporacio de fosfato na fra-
¢ao polifosfoinositolica desse tecido. Em experimentos reali
zados 4in vitro, os mesmos autores demonstraram, em homogena
tos, uma inibicao da marcacdo do fosfatidilinositol-difosfato,
bem como, inibigao da hidr6lise enzimdtica do fosfatidilinosi

tol-fosfato e difosfato, provocadas pelo mesmo antibidtico.

Recentemente, LODHI, WEINER § SCHACHT (197917°)
consideraram a possibilidade dos polifosfoinositdis atuarem,
a nivel da membrana celular, como receptores fisiologicos dos

aminoglicosidicos.

1.5, ANTIBIéTICGS AMINOGLICOSiDICOS E NiVEIS DE CALCIO
TONIZADO

CORRADO (1963, apud PITTINGER § ADAMSON , 1972237)
atribui o efeito bloqueador neuromuscular da estreptomicina,
neomicina e canamicina a sua capacidade de reduzir o nivel sé
rico de calcio. Sua hipétese foi apoiada por uma publicacao de
HAVK, SOBEK § MIKULASKOVA (1961, apud PITTINGER & ADAMSON,

1972%%7), que detectaram reducdo no nivel de calcio ionizado,
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provocada por neomicina. A hipGtese de quelagdo do calcio pe
los antibioticos aminoglicosidicos ndo foi, entretanto, con
sistente com uma série de resultados experimentais obtidos com
o uso desses farmacos (PITTINGER § ADAMSON, 1972237; CORRADO,
PRADO & PIMENTA DE MORAIS, 1975%%).

Por outro lado, em desacordo com os resultados
de HAVA, SOBEK § MIKULASKOVA (1961, apud PITTINGER & ADAMSON,
1972 237) , ELMQVIST § JOSEFSSON (1962°%) e SUAREZ-KURTZ (1974 2%%)
nao detectaram qualquer redugdo significativa nos niveis de
calcio ionizado em solugdes contendo neomicina em concentra-

cdes da ordem de 1077 e 1072 M.

1.6, SIMILARIDADE DE EFEITOS PROVOCADOS POR ANTIBIOTICOS
AMINOGLI COSIDICOS

Verifica-se que, apesar da diversidade das fami
lias @s quais pertencem, os antibidticos aminoglicosidicos pro
vocam, a nivel de tecidos excitiveis, efeitos essencialmente
identicos. Nesse sentido, pode-se esperar que antibidticos
pertencentes a uma mesma familia (v.g. gentamicina e sisomici
na, que diferem entre si apenas por um radical metil) produzam

efeitos experimentais compariveis.

1.7. PROPOSICAO DO TRABALHO

Com base nas constatagOes clinicas e/ou experi-
mentais aqui expostas, de que: (a) o processo da secrecao de

insulina € dependente do Caz+ extracelular; (b) drogas que ini
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bem a entrada de Ca’’ na cSlula beta provocam inibigao secre
toria de insulina e (c) antibidticos aminoglicosidicos produ-
zem efeitos inibit6rios nos tecidos excitiveis em geral, atra
vés de uma interferéncia com processos ligados i dinfmica  do
Ca2+, decidimos analisar o possivel efeito inibitério desses
antibioticos sobre a secrecido de insulina e o(s) mecanismos(s)

de agao envolvido(s) neste processo.



"MATERIAL E METODO
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2, MATERIAL E METODO

2.1, ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar,de ambos os
sexos, de 3 a 6 meses de idade,procedentes do biotério do pr§
prio Departamento. Forneceu-se racio balanceada e agua ad

Libitum, suplementados com o complexo vitaminico Vitagold*.

2.2, TECNICA DE ISOLAMENTO DAS ILHOTAS DE LANGERHANS

Basicamente, utilizou~se a técnica descrita por
MOSKALEWSKI (1965%2%) e LACY §KOSTIANOVSKY (1967 152), ligeira

mente modificada por BOSCHERO, DELATTRE E SANTOS (1980 29).

Em cada experimento, de 3 a 6 ratos foram sacri
ficados por concussao cerebral, decapitados para sangria e la
parotomizados para localizagao do ducto biliar comum. Este duc
to foi ocluido na sua extremidade distal,junto ao duodeno,dis-
secado proximo ao pediculo hepdtico e uma cinula de polietileno
introduzida em direcdo a sua desembocadura. Injetaram~se de
10 a 20 ml de solugao de HANKS que, fluindo "retrogradamente
através dos ductos pancreaticos,provocou a divulsio do tecido

acinoso,

Apbs excisdo e retirada dos nddulos linfiticos e

gordura, os pancreas foram reduzidos a fragmentos de aproxima

* Lab. Tortuga (Sao Paulo, sp).
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damente 0,5 mms, utilizando-se tesoura, e posteriormente trans
feridos para um tubo de ensaio de 12 x 1,5 cm, contendo de 6
a 10 ﬁg de colagenase para cada pancreas. Incubou-se a 37°C
durante 1511 min . Nos primeiros 7 a 8 min o contelido foi mo
vimentado pela passagem de carbogénio— 95%02 : 5% CO2 (v/v),

— sendo agitado manualmente no restante do tempo.

Finda a digestao do tecido acinoso, foram execu-
tadas quatro sucessivas lavagens do conteiido. Em cada lavagem,
este fol ressuspendido em solucao de HANKS e centrifugado. As
lavagens serviram para segregar parte do tecido acinoso, redu
zir o contelido de colagenase e enzimas digestivas do meio e
concentrar as ilhotas. O produto final foi depositado em pla

ca de PETRI, para coleta das ilhotas.

Algumas vezes, um procedimento alternativo foi
utilizado para o enriquecimento, em ilhotas, do material obti
do. Assim sendo, o produto digerido foi lavado cinco vezescom
solucao de HANKS, seguindo-se decantacdes, em que o sobrenadante

foi aspirado, ficando as ilhotas depositadas no fundo.

2.3, SECRE?EO DE INSULINA EM CONDI?ED ESTATICA

As ilhotas, uma vez isoladas, foram coletadas
uma a uma, com o auxilio de al¢a de vidro e transferidas para
pequenos recipientes de plastico contendo 1,0 ml de solugao
tampao-bicarbonato de KREBS-RINGER (KREBS), suplementada com
albumina 0,2% (m/v). Quando necessario, a composicdo do meio
de incubagao foi alterada (a) pela introducao de glucose e/ou

sais e/ou antibiodoticos; (b) pela diminuicao ou supressio de

sais. HEstas alteracoes serao especificadas nos Resultados.
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Para atenuar os inconvenientes da grande variabi
lidade experimental da secrecao de insulina, decorrentes de
diferencas (a) no tamanho das ilhotas (HELLMAN, 1970°%:STRINKE,
PATEL & AMMON, 19722®*) e (b) no grau de atuacgao da colagenase
e enzimas contaminantes (LERNMARK, 1971 1¢7; HAHN et afii,1976°Y),
os recipientes, preparados para receber as ilhotas coletadas,

foram previamente distribuidos ao acaso.

Em todos os experimentos, 4 ou 8 ilhotas foram
coletadas em cada recipiente. A seguir, acondicionaram-se os
recipientes em frascos de vidro, providos dé tampa com dispo
sitivo para entrada e safda de carbogénio. O pH (7,4)do KREBS
foi ajustado através da passagem desse gias por 10 min . Os fras
cos foram completamente vedados, procedendo-se a incubacio por
90 min , a 37°C, sob constanfe agitacao (aprox. 100 ciclos/min)
em banho-maria. Simultaneamente, e para cada uma das condi-
¢oes experimentais, incubaram-se 3 recipientes contendo solu

cao-controle (sem ilhotas).

Terminada a incubacao, os frascos foram introdu
zidos em gelo, e uma aliquota de cada meio transferida para
tubo de ensaio e estocada em congelador até o instante do ra
dioimuncensaio (RIE). A transferéncia de ilhotas foi evitada

examinando~se, sob lupa, cada recipiente.

2.4, INCORPORACAO DE CALCIO (“°Ca) POR ILHOTAS DE
LANGERHANS ISOLADAS

A técnica utilizada foi originalmente  descrita

por MALAISSE-LAGAE § MALAISSE (19712%%).
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Foram coletadas 300 ilhotas, distribuidas em gru
pos de 100. A coleta foi feita alternadamente, 10 ilhotas de
cada vez, em cada um dos tubos de ensaio 5 x 1 cm, que conti

nham 1,0 ml de KREBS sem glucose.

Terminada a coleta, os sobrenadantes foram des

-

cartados, sendo adicionados 500 pl de KREBS contendo 45Ca

(60 uCi/ml). Quando necessidrias, modificagdes da composicio
(adigao de glucose e/ou sisomicina) foram feitas no KREBS, as
quais serao indicadas nos Resultados. A partir dai. os tubos
receberam tratamento idéntico aquele jia descrito no item 2.3.,

noc que se refere ao acondicionamentoe incubagao dosrecipientes.

Apos a incubagdo, o sobrenadante de cada tubo foi
transferido para novos recipientes, para ser usado como pa
drao externo (MAXIMO). As ilhotas foram lavadas quatro vezes
empregando-se, a cada lavagem, 1,0 ml de meio idéntico ao
usado na incubacgao, exceto pela omissao do 45Ca. Em seguida,
foram distribuidas em placas de PETRI e recoletadas, em gru
pos de 8, em frascos plasticos apropriados para cintilagao

Liguida, os quais continham 1,0 ml de dgua-.

Todas as etapas pos-incubacao foram executadas

a baixa temperatura (0 a 4°C).

A radioatividade que permaneceu nas ilhotas, ao
fim das lavagens, foi referida como sendo a incorporacio de
45Ca, e o efeito da sisomicina sobre este parametro foi inves
tigado. Para determinacdo da radioatividade do MAXIMO, tomou-

se o equivalente a 1,0 ul do meio de incubacdo, de cada wuma

das condigoes experimentais.

A cada um dos frascos de contagen adicionaram-

se 5,0 ml de liquido de cintilagdo. A mistura usada consistiu
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de 33% (v/v) do agente tensoativo Tinoventine e 67% de toluol,
acrescida do cintilador organico Omnifluor, na proporcio de
4,0 mg/100 m1 de toluol. A contagem das desintegracoes foi

feita em um contador Beckman LS 100C para particulas beta.

A quantidade de calcio incorporado (pmol/ilhota)
pode ser obtida calculando-se,inicialmente, a razdo de 45Caig
corporado (por ilhota) a partir de um volume arbitrario do
meio de incubacao e, a seguir, multiplicando-se esse valor pe
la massa (pmol) de calcio contida naquele volume. Isso equiva
le a determinar-se a razio do 45Ca incorporade (cpm*/ilhota)

45

pela atividade especifica do Ca no meio de incubacao

(cpm/pmol) .

Operacionalmente, para se determinar a quantida
2+ . . .
de de Ca incorporado, obtivemos, de inicio, um fator F,

pela seguinte formula:

1000

cpm do (MAXIMO) x 8

A multiplicagao do fator F pelo n® de cpm de ca
da amostra forneceu a quantidade, em picomoles, do calcio in

corporado, durante 90 min, por ilhota.

Na formula:
1000 = gquantidade (pmol) de Caz+ contida em 1,0
ul do meio de incubagao (concentracio de

ca’t = 1,0 ).

* ¢pm = contagens por minuto.
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cpm do (MAXIMO) = n® de cpm contados a partir de
1,0 n1 do meio de incubagao.

8 = n? de ilhotas coletadas em cada frasco.

2+/

Os resultados serao expressos em pmol de Ca

ilhota por 90 min.

2.5, RADIOIMUNOENSAIO DE INSULINA

2.5.1. TECNICA DE SEPARACAO DAS FRACOES — LIVRE
OU LIGADA A ANTICORPO — PELA CELULOSE
(RIE-CELULOSE)

Para a dosagem da insulina imunorreativa de rato
(IIRR), contida no 1Tfquido de incubacgao das .ilhotas de
Langerhans isoladas, utilizou-se a técnica descrita por

MALAISSE, BRISSON § MALAISSE-LAGAE (1970 189y,

Empregaram-se tubos de vidro de 12 x 1 cm, dis

tribuidos em 4 grupos denominados AMOSTRAS, CONTROLES, MAXI
M0OS E MINIMOS.

Tansferiram-se 0,5 ml das AMOSTRAS e CONTROLES
(solugdo de incubacao sem ilhotas) para os respectivos tubos,
Os MAXIMOS e MINIMOS receberam 2,0 ml de tampao fosfato suple
mentado com albumina (TFA) 1,0% (m/v) e foram feitos em dupli
catas ou triplicatas, para cada uma das condicdes experimen

tais da incubaciao.

Os tubos referentes as AMOSTRAS e CONTROLES rece

beram, entao, 0,5 ml da solugao de anticorpo
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(guinea-pig anti insulin serum - GPAIS)* diluido em TFA 1,0%,
(m/v). Misturou-se em voatex e incubou-se por 30 min |, sem
agitacdo, a 37°C. Esses tubos foram, em seguida, mergulhados

em gelo fundente para se inibir a reagdo anticorpo x insulina.

Adicionaram-se 0.5 ml de uma mistura de insulina**
marcada***, com insulina nao-marcada****, a todos os tubos.

Misturou-se e aguardaram-se 30 min a temperatura ambiente.

Pipetou-se 1,0 ml1 de uma suspensao de celulose
10,0% (m/v), em tampdo fosfato, a cada um dos tubos, excetuan
do-se aqueles do MAXIMO. Misturou-se e, apds 30 min 2 tempera
tura ambiente, os tubos foram novamente agitados e centrifuga

dos, por 10 min a 900 g, em centrifuga nao-refrigerada.

Coletou-se 1,0 ml do sobrenadante e transferiu -
se para tubo de ensaio de 7,5 x 1,0 cm, procedendo-se, entao,
a contagem das desintegracdes, em contador gama, calibrado

para 1251.

A quantidade de insulina secretada no meio de
incubacao, durante 90 min, foi calculada multiplicando-se 0
fator F (determinado pela equacdo que segue) pelo n® de cpnm

obtido para cada AMOSTRA. Os resultados serdo expressos em mi

crounidades (uU)/ilhota por 90 min

Anticorpo WRIGHT com capacidade tedrica de ligacdo de 1,62
mU por microlitro do antisoro total extraido de cobaia.Adi
cionou-se uma quantidade suficiente para ligar o dobro
da massa de insulina maxima prevista para cada tubo ensaia
do.

** A mistuna de Ansufinas foi feita em TEA 10,09 (m/v).

***Insulina porcina marcada conm 125

I (aprox. 100 pCi/ug).
***Insulina bovina nio-marcada. Adicionou-se em quantidade

equivalente a 3 vezes a insulina maxima prevista.




F=-—-—1-—:x; mUinsulinax%w—x 1 x Ctl_

A-B i 0,5 cal

onde:

A = n® maximo de cpm (MAXIMO)

B = n® minimo de cpm (MINIMO)
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x 1000

mU = quantidade conhecida de insulina bovina, adi

cionada a cada tubo

1 = n? de ilhotas coletadas em cada frasco de in

cubacao

0,5 = volume (ml) da aliquota utilizada na dosagem

ctl = capacidade teorica de ligacao do anticorpo

cal* = capacidade aparente de ligacao do anticorpo

1000 = fator de conversao de mU para uU.

Um resumo das etapas descritas consta do quadro 1.

2.5.2, TECNICA DE SEPARA?I\O DAS FRAE:GES PELO
POLIETILENOGLICOL (RIE-PEG)

Aliquotas do meio de incubacgao de ilhotas, de VO

lume entre 10 e 100 pl, foram transferidas para tubos de
saio de 7,5 x 1,0 cm. Aliquotas menores que 100 ul foram

pletadas, até esse volume, com KREBS.

* _C-B ml insulina
cal = X
A - B ul de GPAIS
onde:
C = média do n° de cpm dos CONTROLES

1

pl GPAIS = volume do antisoro pipetado em cada tubo.

en-

com
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Adicionaram-se 100 1l de uma solugao de GPAIS di

luido em tampdo veronal e misturou-se em vortex, Apds 3 h  de
incubacdo em temperatura ambiente, foram misturados 100 ul de

125

uma solucao, em tampao veronal, de I-insulina (200 a 240

uCi/ug; aprox. 1,2 uU/tubo).

Para a separacao das fracoes de insulina marcada
(livre ou ligada ao anticorpo), utilizou-se a técnica de preci
pitagdao do complexo antigeno-anticorpo pela adicao de polieti
lenoglicol (PEG), de acordo com especificacgdes de DESBUQUOIS
& AURBACH (1971°°). Assim sendo, decorridas 3 h (temp. ambien
te) apos adicao de insulina marcada, adicionaram-se 100 pl de
soro s&naip* e 1,0 ml de solucgao de PEG** 20% (m/v)***, Mistu
rou-se vigorosamente e centrifugou-se a 800 g por 15 min, em
centrifuga ndo-refrigerada. O sobrenadante foi descartado e a

radiocatividade do precipitado, lida em contador gama.

Em cada RIE-PEG executou-se uma curva de referén-
cia com insulina bovina, de atividade bioldgica conhecida, jun
tamente com uma cuiva de equdvaléncia. Esta foi obtida a par-
tir de diluicoes de um poof de insulina secretada {n vitro,con

forme descrito no item 2.8.5. Quando se dispos deinsulina murina

* 0 soro stadip (soro isento de insulina) fol preparado adicio

nando-se 1,25% (m/v) de carvao Norit A e 0,25% (m/v) de dex
tran T70 a soro bovino, agitando-se por 2 h e centrifugando
-se varias vezes, até que o soro se apresentasse limpido.

** 0 PEG foi dissolvido em tampao fosfato 0,05 M e pH 7,5, sen
do misturado por 30 min . Acertou-se o pH para 8,6 pela adicgdo
de NaOH 1 N. Sua temperatura foi reduzida para 4°C antes da
pipetagem.

***Testaram-se concetracgoes de PEG entre 18 e 22% (m/v) (resul
tados nao incluidos), ndo se observando diferencas signifi
cativas nas suas capacidades de precipitar o complexo insu
lina-anticorpo. |
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cristalizada, de atividade bioldgica conhecida, a mesma foi

usada para a curva de referéncia.

Em paralelo, foram feitos o BRANCO, que recebeu
100 pl de KREBS e 100 nl de tampao veronal, e o ZERO INSULINA,
no qual se pipetaram.100 pl de KREBS e 100 ul da solucgao de
GPAIS. Esses tubos seguiram as mesmas etapas dos anteriores,
a partir da 12 incubagao. A quantidade (TOTAL) de insulina uti
lizada em cada tubo de ensaio foi avaliada pela contagem das

desintegracoes em 100 pl de insulina marcada.

Os pontos da CURVA, BRANCO, TOTAL e ZERO INSULI

NA foram sempre executados em duplicatas ou triplicatas.

Para os calculos, a radiacao {(cpm) média  dos
BRANCOS foi descontada de todos os tubos, excecao ao TOTAL. A
radiagao de cada ponto da CURVA e das AMOSTRAS foi referida
percentualmente a radiacdo média dos ZERO INSULINA, resultan
do na relacao B/Bo*. A curva de referencia foi tragada dispon
do-se B/B0 versus concentracaoc de insulina, ambos em  escala
‘logaritmica. A melhor reta de regressio foi obtida pelos mini

mos quadrados.

Os valores de IIRR, quando obtidos em termos de
equivalentes de insulina bovina, foram ajustados através da
aplicagao de uma curva de equdvalencia, sendo o resultado fi

nal expresso em pU de insulina/ilhota por 90 min . Em alguns

* Bound da AMOSTRA ou ponto da CURVA / bound do ZERO INSULINA.

‘Relagao, geralmente expressa em percentagem, entre a radioa

tividade (cpm) do precipitado (nessa técnica em particular)
da AMOSTRA ou ponto da CURVA e a radioatividade do ZERO
INSULINA.
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RIE-PEG, utilizou-se diretamente uma curva de referéncia fei-
ta com insulina murina liofilizada, de atividade bioldgica co
nhecida, dispensando, assim, a aplicacdo das curvas de insuli

na bovina e de equivalencia.

0 quadro 2 resume todas as etapas descritas para

a dosagemn.

2.6, TECNICA DE MARCACAO E PURIFICACAD DE INSULINA

O procedimento utilizado (iodagdo de radicais ti
rosil) baseou-se no original de HUNTER & GREENWOOD (19627%3%3)e
de GREENWOOD, HUNTER & GLOVER (1963°!), com modificagdes in
troduzidas por ROTH (1973%%°). Essas modificacoes incluem a
forma de adicao do agente oxidante (cloramina T), que foi fei
ta de maneira gradativa (estequiométrica), objetivando um me-
nor dano a molécula de insulina. Assim sendo, a um tubo de en

saio de 7,5 x 1 cm, adicionaram-se,sucessivamente: 1,0 mCi de
125 *,%%

I ; 35,0 ul de tampdo fosfato 0,3M epH 7,4; de 2,0 a 5,0 y1 **
% 125 . .
Na I em NaOH 0,1 M, aprox. 350 mCi/ml e 17 Ci/mg
** 0s volumes de 1251 ¢ insulina porcina foram ajustados, con

siderando-se a atividade especifica (AE) desejada para a

125, . . _
I-insulina, de acorde com a expressao:

125I 125

AE =-A XV Iy o0,65
m
sendo que:
AE = Atividade especifica que se deseja para a Izslwinsg
lina (uCi/ug)
A;ZSI = Atividade da solugao de iodo radioativo (uCi/ul)
VleI = Volume da solucao de iodo radiocativo (nl)
m = massa de insulina porcina (ug)
0,65 = eficiencia média prevista para a marcacio
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de solucao de insulina porcina (1,0 mg/ml, em HC1 0,01 N) e
20,0 nl1 de cloramina T (40 pg/ml em tampao fosfato 0,3 M e

pH 7.,4).

Uma amostra da mistura foi retirada com ponta de
agulha, misturada com 1.0 ml de TFA 0,2% e 1,0 ml de solucao
de acido tricloroacético 10% (TCA) e centrifugada. A radioati
vidade do sobrenadante e do precipitado foi lida em contador
gama, e a relacao B/T* calculada. Subseqlientes adic¢bes de clo
ramina T foram feitas, até a obtencao de uma relacao B/T de

60 a 70%.

Uma vez obtida a atividade especifica desejada
para a insulina, adicionaram-se 5,0 pl de metabissulfito de
sodio (200,0 ug/ml, em tampao fosfato 0,3 M e pH 7,4), para
inibir a oxidagao do iodeto. Finalmente, acrescentaram-se 100

ul de TFA 2,5% (m/v).

Para a separagao da fracao indene de insulina io
dada, daquela danificada e do iodo livre, utilizou-se uma co-
luna de celulose Whatman, de 4 cm de altura, compactada em pi.

peta Pasteur, sobre a qual se aplicou o material da reacao.

Lavou-se a coluna com 6,0 ml de agua destilada,
passando-se 1,0 ml de cada vez, para eliminacdo do iodo livre

e fragmentos de insulina.

Para eluicao da insulina marcada, empregou-se uma

mistura de alcool-acido**. Foram feitas 5 eluig¢des, passando-se

* B/T = relagao entre a radioatividade (cpm) do precipitado
¢ a radioatividade total colocada no tubo.

** 75 % de alcool etilico absoluto
1,5% de acido cloridrico concentrado, 36-37% (m/v)
23,5% de agua destilada
Os percentuais sao (v/v) -
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0,4 ml da mistura, de cada vez. Obtiveram-se, assim, 5 fragoes

de insulina marcada.

Para avaliacdo do indice de pureza de cada fracao,
bem como da massa de insulina marcada de cada uma, um  volume
conhecido (1,0 a 5,0 pl) de cada fracao eluida foi transferi
do para tubo de ensaio contendo 1,0 ml de TFA 0.2% (m/v) e
1,0 m1 de TCA. Apds mistura, centrifugou-se e leu-se, em sepa-
rado, a radioatividade do sobrenadante e do precipitado. 0
grau de pureza fol calculado pela razdo percentual entre a ra
diocatividade do precipitado e¢ a radioatividade total. Para ca

da fragao eluida, o indice de pureza (IP) foi determinado enm

duplicata e pode ser expresso pela formula:

1p =-cpm do precipitado . g

cpm total

As fragdes com Indice de pureza superior a 90% fo
ram diiuidas em tampao veronal suplementado com albumina 3,0%
(m/v), divididas em frascos apropriados e cristalizadas sob
baixa pressdo, a temperatura ambiente, por 18 h . Foram,entao,

estocadas em congelador até uso no RIE.

2.7, DETERMINA()IF—\O DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA INSULINA
MARCADA

A atividade especifica da 1251~insu1ina fol esti-
mada pela técnica do autodeslocamento, originalmente descrita

por GOCKE et afdi (1969, apud MORRIS, 1976 *22)e reavaliada por
MORRIS (1976 222).

Em sintese, a técnica requer: 1) a execugao de
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uma curva de referéncia e, 2) uma série de tubos com quantida
des crescentes da insulina marcada (QCI) de atividade especifi’

ca a ser determinada.

A curva de referencia foi executada com insulina
porcina nao-marcada, da forma constante do item 2.5.2., usando
~se necessariamente, como tracador, a propria insulina marcada

de que se quer determinar a atividade especifica.

Para a serie QCI, cada tubo recebeu 100 pl de so
lucdo, em tampao veronal, da mesma insulina marcada referida
acima. A radioatividade pipetada em cada tubo variou de 1 500
a 180 000 cpm. Misturou-se e incubou-se por 3 h , a temperatu

ra ambiente.

A separagao das fracgoes foi realizada conforme
descrito no item 2.5.2. Foram lidas, em contador gama, tanto a
radiocatividade total de cada tubo, quanto aquela exclusiva do

precipitado.

Tragada a curva de referencia (uU de insulina ndo
-marcada x B/T), determinou-se a concentracao de insulina radio
ativa presente em cada tubo da série QCI, pela interpolacao,

nessa curva, dos seus respectivos B/T.

A seguir, dispondo-se linearmente a radioativida-
de total de cada tubo da série QCI (na abscissa) versus suacon
centracao de insulina marcada (na ordenada) (Fig.2) .,tracou-se,
pela técnica dos minimos quadrados, a reta de melhor ajuste dos
pontos. O prolongamento desta reta até a ordenada forneceu a
concentragao (e a massa) de insulina marcada que fora utiliza-
da na curva de referencia. A concentracdo corresponde ao valor
absoluto do ponto de interceptacao da reta com aquele eixo. A

reta deve interceptar a abscissa no valor de cpm corresponden-
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Ficura 2. Curva para determinacdo da massa e atividade espe
cifica da insulina marcada. Correlacionou-se concentragdo e
radioatividade da insulina marcada, presente em cada tubo da
série contendo quantidadescrescentes de tracador. O ajuste foi
feito através de regressado linear (minimos quadrados). A reta
obtida apresenta uma inclinagio que corresponde areciprocada
atividade especifica do tracador. A interceptacao da abscissa
(0,154 x 105 cpm) e da ordenada (-0,037 ng, tomada emvalor ab
soluto) correspondem, respectivamente, 3 radiocatividade e 3

massa do tragador adicionado a cada tubo da curva de referéncia.
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te ao total de insulina radioativa pipetada em cada tubo da

curva de referéncia.

A atividade especifica (AE) foi, entio, calculada

pela formula:

i TOTAL
AE (uCi/ug) =

222 x 10% x £ x m
sendo que:
TOTAL = radioatividade média pipetada em cada tubo da curva de
referéncia
222 x 104 = constante equivalente ao n¢ de desintegracdes por
minuto (dpm) de 1 uCi de material radioativo
£ = eficiéncia de contagem do contador gama utilizado, em va
lor relativo (cpm/dpm)
m = massa de insulina radioativa colocada em cada tubo da cur

va de referéencia (ng).
No experimento ilustrade pela figura 2,temos que :

15 379 cpnm
AE

4

{222 x 107 dpm) x 0,8 x {37 x 10“6

ng)

AE = 234 uCi/ng

A AE também pode ser determinada pela reciproca da

inclinagao da reta de regressido. Assim sendo:

AE (nCi/ng) = (tga x £ x 2200)°1
onde:
tga =inclinacao da reta
£ =eficiéncia do contador gama (valor relativo)
2200 = constante equivalente ao n® de dpm de 1 nCi de material

radioativo.
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-1
0,4 ng
AE = x 0,8 x 2200 dpm
1,65 x 105 cpm
AE = 234 nCi/ng

2.8, VALIDAGAD DO RIE-PEG PARA DOSAGEM DA INSULINA DE
RATO SECRETADA POR ILHOTAS ISOLADAS

2,8,1, TITULACAO DO ANTICORPO

0 titulo do anticorpo foi determinado a cada novo
lote de insulina marcada. Para tanto, foram testadas dilui-
¢oes na faixa de 1:50 000 a 1.200 000 (2,0 ng/ 100 5l a 500,0

pg/100 pl, respectivamente), a partir do anti-soro 1liofilizado.

Cada tubo recebeu 100 pl de XKREBS, 100 ul da di-
luicao do anti-soro e 100 ul da insulina marcada (aprox., 40 pg) .

Cada condicao foi testada em duplicata.

Para avaliar a precipitacido inespecifica de radiog
atividade (BRANCO), uma duplicata foi preparada de maneira idén
tica aos tubos anteriores, excecdo feita ao anti-soro, que foi

substituido por tampao veronal.
Duplicatas contendo unicamente a insulina marcada

foram feitas, para se determinar a contagem total (TOTAL).

Apds mistura dos reagentes, os tubos foram incuba
dos por 3 h a temperatura ambiente. A separagao das fracoes

fol processada pelo PEG, conforme ja descrito no item 2.5.2.

Para cada dilui¢ao do anti-soro, foi calculada a
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rela¢cdo B/T média, apds ser descontado o BRANCO.

Um grafico foi tracado dispondo-se diluicdes do
anti-soro versus B/T percentual (Fig. 3). Determinando-se uma
reta de regressao para os pontos, o titulo obtido foi a dilui
cao de anticorpo em que se obteve 50% de precipitacao da insu

lina marcada (BT = 50%).

Nos RIE-PEG utilizaram-se diluigoes de anticorpo
capazes de ligar de 30 a 60% da insulina marcada (na auséncia

de insulina fria).

2,8.2, BETERMINA(,‘AO DA CONSTANTE DE ASSOCIA(}EO E DA
CAPACIDADE LIGANTE DO ANTICORPO

A figura 4 i1lustra a determinacao da constante de
associacao e da capacidade de ligacao do GPAIS (titulo 1:100 000),
a partir de dados extraidos de uma curva de referéncia confec-
cionada com insulina murina, em um RIE-PEG executado a 25°C,
conforme descrito no item 2.5.2. O procedimento empregado ba-
seou-se em SCATCHARD (1949259, BERSON & YALOW (1959 2%) e

GOLDMAN et afii (19787%),

Os dois componentes lineares do SCATCHARD plot fo
ram obtidos por regressdo linear, pela técnica dos minimos qua
drados. Para o sitio de maior afinidade, a ligacao, na faixa
das maiores concentragoes de insulina livre, foi corrigida sub
traindo-se a contribuicdo do sitio de menor afinidade. A cons
tante de associacao (K,) de cada ligante foi calculada a par-
tir da inclinacao da sua reta correspondente, enquanto que a

interceptagdo da abscissa por aquela reta forneceu a concentra

gao do ligante.
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FIGURA 3, Curva de titulagio do anticorpo (GPAIS). Cada tubo
recebeu 100 pl de KREBS, 100 ul da solugao de GPAIS e 100 Bl
(aprox. 40 pg) da insulina marcada. A mistura foi incubada por
3 h, na temperatura ambiente. Os pontos sao médias de duplica-
tas, descontadas da precipitagao nao-especifica (BRANCO). A re

ta de regressao foi obtida pelos minimos quadrados.
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1 .

SITIOS CAPACIDADE LIGANTE Kq
1,2 LIGANTES (INTERCEPTACAO DA ABSCISSA) (INCLINACAO)
] - -9 9 -
Maior 0,38 x 10 M 1,2 x 100 M
afinidade ( 4,5 wU/100 u1)
1o -9 9 -1
Menor 1,55 x 107 M 0,55x107 M
afinidade (18,6 wU/100 ul)

B/F

0,5 1,0 1.5
-9
INSULINA LIGADAX10 M

FIGURA 4, SCATCHARD plot representativo dos dados para a associagdo de
insulina murina e anticorpos especificos, em KREBS contendo entre 7 x 10—11
e 4 x 1077 M de insulina total e GPAIS no titulo de 1:100 000. A insulina
marcada (40 pg/tubo) foi adicionada apds 3 h de incubacio (25°C) da mistu
ra de anticorpo e insulina ndc-marcada. ApGs mais 3 h de incubacgao, as fra
coes foram separadas pela adigio de PEG. Os pontos indicados representamva
lores wnitarios obtidos da analise de uma Unica curva de referéncia. A 1li-
gacao inespecifica (BRANCD) foi previamente descontada. As linhas conti
nuas correspondem a representacao linear dirveta dos dados referentes  aos
dois componentes da ligagdo insulina-anticorpo. A linha descentinua € a re
presentagao linear dos dados da ligacdo do sitio de maior afinidade, corri
gida pela contribuigao do sitio de menor afinidade para a ligacao total.

B/F expressa a razao entre as radioatividades ligada e livre de cada tubo.
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O SCATCHARD plot dos dados de ligacao foi, aparen
temente, curvilinear, o que pode indicar uma heterogeneidade
dos sitios de ligac@o. Duas espécies de ligantes puderam ser
detectadas a partir da analise efetuada. Um componente de maior
afinidade, com K ; de 1,2 x 109 M1 ¢ menor capacidade ligante

9

(0,38 x 1077 M)} e um componente de menor afinidade, com um Kq

9

de 0,55 x 10° M-l e maior capacidade ligante (1,55 x 10~ M).

2.8.3. PROVA DA DILUICAD

Como requisito para se verificar da adequacao da
curva feita com insulina bovina, como referencial para os en-
salos de insulina de rato, foram feitas dosagens de uma mesma
amostra utilizando-se, porém, aliquotas de volumes variados
(entre 2 e 100 pl). Para cada volume, as dosagens foram fei-
tas em quadruplicata. Utilizaram-se aliquotas retiradas de um
meio contendo 16,7 mM de glucose, no qual se havia incubado 4
ilhotas, nas condigOes expressas no item 2,3. Todos os volumes
foram complétados.com KREBS para 100 ul. Os resultados constam

da tabela 1 e da figura 5.

2.8.4, CURVAS DE REFERENCIA COM INSULINAS BOVINA,
PORCINA E MURINA

Para verificar da identidade imunoquimica entre

as insulinas bovina, suina e murina, foram feitas curvas  de
referencia usando-se insulinas liofilizadas de boi e porco,
bem como insulina de rato secretada por ilhotas de Langerhans

(nas condigoes descritas no item 2.3).




Tapera 1.
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PROVA DA DILUICAOC - Efeito do volume da aliquota 50
bre o valor de insulina imunorreativa de rato,
usando-se insulina bovina como referencial. Dosou-
se um produto da incubacio de 4 ilhotas de rato
(50 min a 37°C, em KREBS contendo 16,7 mM de gluco-
se). Para cada volume., as dosagens foram feitas em
quadruplicata. Os resultados sio expressos como mé
dia * erro padrio.

VOLUME DA ulU de INSULINA
ALTQUOTA no VOLUME / ilhota
(ul) DOSADO /100 nl por 90 min
2 4,5 + 0,50 225 F 245 562 *+ 62,2
4 6,3 + 0,25 158 + 6,2 394 + 15,5
S 7,2 £ 0,46 144 + 9,2 360 + 22,9
10 9,9 + 0,45 9% + 4.5 248 + 11,2
20 14,0 + 0,70 70 3,5 175 £ 8,7
50 20,5 £ 1,40 41 + 2,8 102 + 7,0
100 + 2,48 26 + 2.5 65 + 6,2

26,2
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FIcura 5, Efeito do volume da aliquota sobre o valor obtido pe
la dosagem de insulina imunorreativa de rato, usando-se insu

lina bovina como referencial. Dosou-se um pood de incubacoes

(4 ilhotas de Langerhans isoladas de rato e incubadas em KREBS
contendo 16,7 mM de glucose, por 90 min a 37°C). Os resultados

sao expressos como média # erro padrao de 4 determinacoes.




5%

As curvas foram tracadas em papel di-log, dispon
do-se as concentragoes na abscissa e a relacao B/B; na ordena

da, e a inclinagdo de cada uma foi determinada (Figs. 6 e 7).

2.8.5. CURVA DE EQUIVALENCIA

Conforme ilustrado pela tabela 1 e figuras 5, 6 e
7, nao se verificou uma identidade imunoquimica entre a insuli
na de rato e a de boi ou porco. Usando-se curva de insulina bo
vina como referencial, constatou-se que os valores obtidos nas
dosagens de uma mesma amostra foram crescentes, na medida en

que se tomaram aliquotas de menor volume.

Por outro lado, através de resultados obtidos em
nosso laboratdrio, empregando-se RIE-CELULOSE, e condizentes
com dados da literatura, foi possivel estabelecer-se um deter
minado volume do desconhecido como sendo o adequado para se fa-
zer as dosagens. Nesse dado volume, o RIE-PEG de insulina for
neceu valores idénticos aos encontrados na literatura,mesmo se

utilizando curva de insulina bovina como referencial,

Conseqlientemente, baseado nas razoes expostas, pas
sou-se a considerar que o RIE-PEG de 10 pl do produto de incu-
bacao de 4 ilhotas de Langerhans de rato, em 1,0 ml de KREBS
contendo 16,7 mM de glucose (por 90 min a 37°C), fornecia a

quantidade aproximada de ITRR presente na amostra.

Em todos os RIE-PEG dosou-se um poof de 10 meios
de incubagao identicos ao acima descrito, tomando-se volunes
entre 2 e 100 ul (em quadruplicatas). Considerando o valor de
IIRR contida nos 10 pl do meio de incubacao citado, como sendo

um ponto de referéncia, pode-se calcular, por simples regra de
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100 — INCLINAGAOQ
: iNSUL!NAA BOVINA -0,485
O PORCINA -0,475
- o
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INSULINA ( ,U/100 4i)

FIGURA b, Curvas de referencia de insulinas bovina e porcina.
Projecao (log x log) do percentual de insulina marcada ligada
ao anticorpo (B/Bo x 100) em funcao de quantidades conhecidas
de insulina. Os valores de cpm foram previamente corrigldos pe
la ligacdo inespecifica (BRANCO).

B = cpm da fragao de insulina radioativa fixada ao anticorpo,
em presenca de insulina nao-marcada.

Bo= ¢pm da fracao de insulina radioativa fixada ao anticorpo,

na ausencia de insulina nao-marcada.
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trés, os valores de IIRR presentes em volumes maiores oumenores
que aquele. Obteve-se,assim,para cada volume dosado, um valor lido na
curva de insulina bovina e um valor obtido pela relagdo de pro
porcionalidade com a insulina existente no volume de 10 ul. Es
ses valores foram correlacionados em graficos denominados cusva de equi
valencia {Figs. 8 e 9). Dessa forma, em cada RIE-PEG o valor de B/BO do
desconhecido serviu para uma leitura inicial na curva de insulina bovi
na. 0 resultado assim obtido foi interpolado na curva de equivalin

cia, obtendo-se, dal, o valor de IIRR da amostra dosada.

2.8,6, CURVAS DE REFERENCIA COM INSULINAS MURINAS

A figura 10 mostra o paralelismo entre as curvas feitas
com insulina murina liofilizada, de atividade bioldgica conhecida, e

aquela obtida com diluigoes do meio de incubacdo (cf. 2.8.3e 2.8.5.),

2.8.7., PRECISAO INTRA-ENSAIO

Para se avaliar a amplitude da variabilidade das
dosagens de uma mesma amostra contendo insulina secretada in vifro, a
precisao intra-ensaio foi determinada em condicGes de rotina do labora
torio, através da dosagem, em um mesmo RIE-PEG, d&¢ 15 aliquotas
(10 yl cada), provenientes de um mesmo poof de meios de incubacio.
Usou-se o produto da incubacdo de 4 ilhotas de Langerhans & rato,

em KREBS com 16,7 mM d& glucose, nas condicdes descritas no item 2,3,

0Os valores foram lidos, inicialmente, em uma cur-
va de insulina bovina e, a partir dos mesmos, chegou-se as quan
tidades de IIRR através do emprego da curva de equivaléncia,
conforme explicado no Item 2.8.5. Os resultados foram expressos

em pU de insulina/10 ul, sendo calculados o desvio padraoc e o
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- b = interceptagaoc da
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me= inclinapao= 2,0928
PR
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FIRR (pU/100 put)
(em equivalentes de insulina bovina)

CURVA DE EQUIVALENCIA

FIGURA &, Os valores da abscissa foram obtidos pela dosagem de
volumes crescentes de uma mesma amostra (produto da incubacao
de 4 ilhotas em KREBS contendo 16,7 mM de glucose, por 90 min
a 37°C), usando-se insulina bovina como referencial. A ordena
da representa os valores ajustados, assumindo-se que o resulta
do obtido na dosagem de 10 ul do meio de incubacdo (leitura pe
la curva de insulina bovina) represente a quantidade aproxima
da de insulina imunorreativa de rato (IIRR). A curva foi tra

¢ada mediante ajuste pelos minimos quadrados.
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FIGurAa 9. Anamorfose da curva da figura 8, mediante logaritmacao decimal
dos valores das coordenadas. A reta foi obtida por regressao linear dos pon
tos, pelos minimos quadrados. Os valores da abscissa foram obtidos pela do-
sagem de volumes crescentes de uma mesma amostra (produto da incubacio de
4 ilhotas em KREBS contendo 16,7 mM de glucose, por 90 min a 37°C), wusando
-se insulina bovina como referencial. A ordenada representa os valores ajus
tados, assumindo-se que o resultado obtido na dosagem de 10 ul do meio de
incubagao (leitura pela curva de insulina bovina) represente a  quantidade
aproximada de insulina imunorreativa de rato (IIRR).
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coeficiente de variacao (Tab., 2).

2.8.8. EFEITO DA SOLUCAO DE GENTAMICINA SOBRE O
RIE-PEG DE INSULINA

Para verificar da possibilidade da solucio de
gentamicina, empregada em incubagles de ilhotas isoladas, in
terferir no RIE-PEG de insulina, executou-se um protocolo de

dosagem desse hormonio, variando-se unicamente a concentracao

de gentamicina presente no tubo de reacao.
Foram ensaiadas trés condigbes, a saber:

19) Produto de incubacio de ilhotas em KREBS con

tendo 16,7 mM de glucose, nas condicdes descritas em 7.3.

2° e 3?) Produto de incubacao de ilhotas em KREBS
com 16,7 mM de glucose, ao qual se acrescentou a solucao de
gentamicina, momentos antes do RIE, para resultar em uma con-

centracdo final de 107 ° e 10”4 M, respectivamente.

A concentracao de 1073 M empregada foi, deliberada
mente, superior a qualquer concentracado de gentamicina presen
te nos tubos do RIE, em gualquer de suas etapas, ao longo dos

ensaios efetuados.

A insulina foi dosada pelo RIE-PEG, confor
me descrito no item 2.5.2. Um Unico pood de insulina secreta
da foi utilizado nas trés condicoes. Os valores de TIRR pre
sente nas amostras foram obtidos pela curva de insulina bovi
na, seguidos de ajuste pela curva de equivaléncia, conforme
descrito no item 2.8.5. Os resultados estio expressos na tabe

la 3.
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TABELA 2, PRECISAO INTRA-ENSAIO - Determinacio da reprodutibi
lidade, em condi¢Oes habituais de trabalho, de 15
dosagens de insulina de rato, secretada {n vitre. Em
cada dosagem, foram utilizados 10 pl de uma mistura
de meios (contendo 16,7 mM de glucose) onde se havia
incubado 4 ilhotas de Langerhans isoladas de rato
(90 min a 37 °C).

| TUBOS CONCENTRACAO DE INSULINA
§ (nu/10 p1)
1 4,6
% 2 4,6
‘ 3 5,0
4 6,7
5 4,1
6 6,9
7 6,2
8 4,1
9 6,0
10 5,0
11 4,0
12 5,3
13 3,7
14 4,1
15 4,0

H

Concentracio média 4,95 4U/10 nl
1,05 uU/10 ul

21%

Desvio padrao

li

Coeficiente de variacao



TABELA 3, Efeito da solucdo de gentamicina sobre o
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RIE~PEG,
As médias sao valores de IIRR contida em 10 ul

de

um produto da incubacao de 4 ilhotas, nas condicoes
expressas no item 2.3. Os valores de "t" e "P" refe

Trem-se & comparacao com o controle.

INSULINA
CONDICAO DOSADA N t P
(nU/100 ul)
Glucose 16,7 mM
(Controle) 4,9 + 0,26 16 - -
Glucose 16,7 mM +
1033 M de gentamicina 4,5 £ 0,18 14 1,214 >0, 20
Glucose 16,7 mM +
10™° M de gentamicina 6.0 + 0,41 14 1,444 50,10




69

2,9, NORMALIZA(}AG DE RESULTADOS

Os resultados de alguns protocolos necessitaram

de normalizagao, em decorréncia dos seguintes fatores:

1°) Variagoes na atividade secretdoria entre lo-
tes de ilhotas isoladas. Essas variagOes, supostamente, se de
veram a diferentes intensidades de acao da enzima colagenase
durante o periodo de isolamento das ilhotas, bem como a dife-
rengas na constituicao de tecido conjuntivo entre pancreas. Es
ses dois fatores,aliados, podem ter feito com que as ilhotas
tenham sofrido, em maior ou menor grau, o efeito nocivo, nao
s0 da colagenase, como também de outras enzimas contaminantes

(cf. LERNMARK, 19717°7: HAHN et atii, 1976 °';HEDESKOV, 1980°%).

2°) Ajuste de curvas de referéncia. Conforme ex
posto nos itens 2.8.3., 2.8.4, e 2.8.5., a inconveniencia das
curvas de insulina bovina e porcina, como referenciél para
leitura de insulina de rvato, obrigou a se utilizar uma cuava
de equivalencia para o ajuste dos resultados lidos em curva
de insulina bovina. Nao obstante,a referida cuiva de equiva-
Lencia fundamentou-se na assuncao de que a dosagem de 10 wl
do produto de incubacdo de 4 ilhotas isoladas de rato, nas
condi¢oes ja referidas, forneceria o valor aproximado de IIRR,
mesmo se utilizando, como referencial, uma curva de insulina
bovina (cf. 2.8.5.). A posterior utilizacdo de curvas feitas
com insulina murina liofilizada, de atividade biologica conhe
cida, revelou que os valores anteriormente obtidos eram subes
timagoes da insulina presente nas incubagdes. Isto pode ser
constatado pela comparacao das duas curvas feitas com insuli

na murina, da figura 10.
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Assim sendo, com base nas razoes expostas, adotou
-se a pratica de normalizacdo dos resultados de uma parte dos
protocolos (indicados nos Resultados), tomando-se como ponto
referencial o valor de secrecao obtido na condicdo de 16,7 mM
de glucose presente no meio de incubacao. Para tanto, calculou
-se a média geral da secrecgdo provocada por 16,7 mM de glucose,
englobando: a) protocolos dosados pelo RIE-CELULOSE e b) proto
colos dosados pelo RIE-PEG e cujos valores foram obtidos por

leitura direta em curva feita com insulina liofilizadade rato.

0 valor medio obtido foi de 312 % 9,3 uU/ilhota
por 90 min (n = 77). Esta média, dividida pelo valor médio cor
respondente de cada protocolo (secrecao na condigao de 16,7 mM
de glucose), resultou em um fator (>1,0), pelo qual semultipli

cou cada resultado unitario daquele protocolo.

2,10, CURVA DOSE-RESPOSTA A GLUCOSE

A figura 11 mostra a caracteristica curva sigmoi-
de que correlaciona secrecao de insulina por ilhotas de
Langerhans isoladas de rato e concentracao de glucose no meio
de incubagao. Nenhuma diferenca significativa(p>0,50) na secre
gao de insulina foi observada entre as concentragoes zero e
2,8 mM de glucose (48 * 3,3 e 55 % 11,0 pU/ilhota por 90 min,
respectivamente). O limiar estimulatorio foi de aproximadamen-
te 5,5 mM de glucose. Entre 5,5 e 16,7 mM observou-se um rapi
do aumento das taxas de secregao de insulina, sendo que a meta
de da acgdo estimulatdoria maxima (K,! foi obtida com 10,2 mM de
glucose. Embora se tenha constatado diferenca significativa en
tre as secregoes provocadas por glucose 16,7 e 27,7 mM, a se-

crecao, aparentemente, tendeu a se estabilizar em um plato, nas
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FIcura 1], Efeito da D-glucose sobre a secrecao de insulina
por ilhotas de Langerhans isoladas de rato e incubadas por 90
min a 37°C. Cada valor da secrecdao representa a média (* erro
padrao) do numero de observacoes indicado na parte superior da
figura, apos normalizacao dos resultados (v. 2.9.) obtidos em

experimentos efetivados em diferentes dias.
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concentragoes de glucose maiores que 16,7 mM.

2,11, RADIOISOTOPOS E REAGENTES

ISOLAMENTO E INCUBAGCAO DE ILHOTAS

Todos os sais, bem como a D-glucose e demais subs
tancias adicionadas ao meio de isolamento e/ou incubacao, pos
suiam grau analitico de pureza (PA). Albumina bovina fracdo V
e colagenase (260 U/mg) foram obtidas da Sigma  Chemical Co
(St. Louis, Mo). Teofilina anidra foi da Schwarz-Mann
(Orangeburg, NY). Sisomicina e gentamicina, na forma de sal

sulfato, foram do Lab. Schering (Rio de Janeiro, RJ)*.
MARCACAO DE INSULINA

Insulina porcina cristalizada foi da Eli Lilly

Lab, (Indianapolis, Ind)**. 1251 (Na125

1) da New  England
Nuclear Corp. (Boston, Mass)**, Celulose Whatman (CF 11:fibras
de comprimento médio) W & R Balston Ltd. (England). Acido clo
ridrico, 4cido tricloroacético, alcool etilico absoluto, clora

mina T e os sais foram todos PA.

RadioisGtopos e reagentes gentilmente cedidos por:
* Dr. A.P. CORRADO
¥* Dr. A.A. PUPO
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RIE DE INSULINA E INCORPORACAO DE CALCIO (*°Ca)

1251 4as seguin

Empregou-se insulina marcada com
tes procedéncias: New England Corp. (Boston, Mass)*; Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares - IPEN (S3o Paulo, SP)**;
Laboratorio de Carboidratos e Radioimunoensaios da USP (Sao
Paulo, SP)*** e do nosso proprio laboratdrio. Insulina bovina
cristalizada da E1i Lilly Lab. (Indianapolis, Ind). Insulina
murina do Novo Research Inst. (Bagsvaerd, Denmark)****, Anticor
po anti-insulina porcina (WRIGTH)****, Celulose da Macherey-

Nagel + Co (Diren, Germany). 45

Ca* e Omnifluor da New England
Nuclear. Agente tensoativo Tinoventine da Cyba Geigy (Sao Pau
lo, SP)***** Carvao Norit A da Amend Drug Chemical (Irvington,
NJ). Dextran T,, da Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala,Suécia).
PEG 6000 da Atlas Indistrias Quimicas (Sao Paulo, SP). Toluol

da J. T. Baker Produtos Quimicos (S3o Paulo, SP). Todos  os

‘ . e
sals possuiam grau PA.

2,12, SOLugﬁEs

A SOLUCAOD PARA ISOLAMENTO DE ILHOTAS foi prepara
da segundo a composigao salina descrita por HANKS § WALLACE

(1949°%), apresentando a seguinte formula:

Radioisotopos e reagentes gentilmente cedidos por:

* Dr. A.P. CORRADO

**  pr. J. KIEFFER

***  Dr, A.A. PUPO

****  Dr. W,J. MALAISSE e
Dr. A. HERCHUELZ

**x%* Dr, K,E, COLLINS



NaCl
KC1
CaCl2 anidro

ou CaClZ.ZHZO

MgS0, . 7H,0

NaZHPO4anidro

ou NaZHPO4.2H20

ou NaZHPO4.12H20

KHZPO4

NaHCO3

H20 destilada (qgsp)

8,000
0,400
0,140
0,185
0,200
0,048
0,060
0,121
0,060
0,350

1 000

=T o S Vi~ N = SN 1= > B « = T - B ¢ = N v =

ml
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No momento de uso adicionaram-se 2,8 mM de gluco-

5e.

A SOLUCAO TAMPAO-BICARBONATO

(KREBS) tem a seguinte composigao:

NaCl

NaHCO3

KCl

2.6820
CaClz.ZHZO

HZG destilada (qsp)

MgC1

No momento de uso, foram adicionados

de albumina bovina fracao V.

26,886

8,065
1,491
0,813
0,588

1 000

m m g a0

ml

DE

KREBS-RINGER

2 (m/v)

o=
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TAMPRO FOSFATO 0,1 M e pH 7,0 (usado no RIE-CELU
LOSE)

NaH,PO,.H,0 13,800 g
sz destilada (qgsp) 1 000 ml

NaOH 5 N até obtencgdo de pH 7,0

TAMPAO FOSFATO 0,3 M e pH 7,4 (usado na marcacio

de insulina)

KZHPOé anidro 42,495 ¢
KHZPO4 anidro 7,757 g
H20 destilada (qgsp) 1 000 ml

Acertar o pH com NaOH ou HCI

TAMPAO VERONAL 0,15 M e pH 7,4 (usado no RIE-PEG)

ESTOQUE
Barbital sddico 29,428 g
Acetato de sédio 19,428 ¢
H,0 destilada (qsp) 1 000 ml

PREPARACAOC PARA USO:

Estoque 50 ml
HC1 0,1 N 50 m1
NaCl 7,650 g

H20 destilada (gsp) 1 000 ml
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TAMPAO FOSFATO 0,05 M e pH 7,5 (usado para dilui
¢ao do PEG)

ESTOQUE 0,2 M e pH 7,5

KC1 1,490 g
KHZPO4 13,600 g
NaZHPOd.lZHZO | 35,800 g
NaNO | 0,520 g
H20 destilada (gsp) 1 000 ml

PREPARACAO PARA Us0:
Estoque 250 ml
HZO destilada 750 ml

Acerta-se o pH 7,5.

2.13,  TRATAMENTO ESTATISTICO

Primeiramente, o teste F foi utilizado para veri
ficar da homogeneidade entre as varifdncias das amostras que se
desejava comparar, Se constatada homogeneidade, aplicou-se o
teste £ de Student, nao pareado, com variancias ponderadas pe
1o n amostral, como descrito por BAHN (1972°°), Quando se ve-
rificou heterogeneidade entre variancias, aplicou-se (a) uma
adaptagao daquele teste, descrita por SNEDECOR & COCHRAN
(19712°®%), para analise de amostras independentes,quando o;#0,
ou (b) o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, conforme des
crito por SIEGEL (1975 *°°), Este teste foi aplicado, especifi
camente, no tratamento dos dados constantes da figura 14 e

tabela 1V,
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3, RESULTADOS

3.1, EFEITOH DA SISOMICINA E DA GENTAMICINA SOBRE A
SECRECAO DE INSULINA

Os valores de secrecdo de insulina e as concentra
coes de sisomicina ou gentamicina, presentes no meilo, foram
correlacionados (Figs. 12 e 13). No intervalo de concentracoes
utilizadas, os antibidticos inibiram, de maneira dosemdependeg
te, a secregao de insulina provocada por glucose 16,7 nM, em
1lhotas de Langerhans iscladas de rato. Ja na concentracdo de

-5

10 M, a sisomicina e a gentamicina provocaram uma inibicao

média, na secrecao, de 39,3 + 9.5% e 24,4 + 10,25, respectiva-
mente, com relacao aos controles (sem antibidtico) (p<0,050u
menos). Na concentracao de 10"3M,og antibioticos reduziram dras
ticamente a secrecao de insuiina, para niveis idénticos adque-
les obtidos na auséncia de glucose e antibidtico. Gentamicina

6 . .
M, foram inefica:zes em

e sisomicina, na concentracdo de 10~
reduzir a secrecao de insulina. A DESO (Kéaparente) encontrada
para o efeito inibitorio desses antibidticos situou-se  entre

5.0e 5.5 x 10°° M.

3,2, EFEITO DA GENTAMICINA SOBRE A SECREQEO DE  INSULINA
ESTIMULADA POR DIFERENTES CONCENTRACOES DE GLUCOSE

A figura 14 ilustra a secrecao de insulina por
ilhotas incubadas em KREBS, com ou sem 10_3 M de gentamicina,

em funcao da concentracao de glucose no meio. A curva superior
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FIGURA 12, Insulina secretada (média # erro padrdo) por ilho
tas de lLangerhans isoladas e incubadas em presenca de 16,7 mM
de glucose e de sisomicina em concentracdes crescentes (escala
logaritmica). Os resultados foram normalizados (v. 2.9.). 0

ajuste entre 107

e 1077 M foi obtido por regressido linear (mf
nimos quadrados). O nimero de observacles de cada condicao ex
perimental, em presenca de glucose, consta da parte superior
da figura. Também se indica a secrecio de insulina na auséncia

de glucose(§-— — =) para n = 20.
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FiGURA 13, Insulina secretada (média * erro padrao) por ilho
tas de Langerhans isoladas e incubadas (90 min a 37°C)na ausén
cia (linha interrompida) ou em presenca de 16,7 mM de glucose
(linha continua) e de gentamicina em concentracdes crescentes
(escala logaritmica). O nimero de obseryagdes de cada experi-
mento, em presenca de glucose, foi 11 ou 12. Na auséncia do se
cretagogo n = 5 e n = 7, na auséncia ou presenca de gentamici
na, respectivamente.



81

400 —
® CONTROLE
o GENTAMICINA 1073M (5)
300 —
<
z p—
b
7 €
=z [on
—_— )
C (10)
I} o i
O o 200
T
S <
o<
o3
LLI —
W
100 (10
B ]Z /,//,/,2”1€§;
S
¢ s
o 10)
5 g
ol | | | |
0 5b 111 16,7

GLUCOSE (mM)

3 R -
M de gentamicina sobre a  secrecao

Figura 14, Efeito de 10~
de 1nsulina, por ilhotas isoladas de rato, estimulada por con
centragoes crescentes de glucose. Representaram-se as médias
(£ erro padrao) do nimero de observa¢les indicado entre parén

teses, ap0s normalizacao dos resultados.
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corresponde aos segmentos inicial e médio da caracteris
tica curva dose-resposta a glucose, observando-se o incremento
rapido e linear da secrecdo, no trecho - compreendido  entre
5.5 e 16,7 mM do secretagogo. Gentamicina 1,0 mM reduziu a
secrecao em todas as concentracgoes de glucose utilizadas. Na
ausencia de glucose, ja se observou uma significativa inibicgdo
de 35,4 * 3,8% na secrecao de insulina (p<0,05).A inibicao foi
mais intensa nas concentracoes mais elevadas de glucose, atin
gindo um maximo de 69,8 + 2,5% em 11,1 mM do secretagogo
(p<0,001). Apesar da gentamicina haver reduzido a secrecdo em
todas as concentragoes de glucose testadas, ela nao inibiucom
pletamente o efeito estimulatorio dessa hexose. Observa-se,ain
da na figura 14, que a curva dose-resposta a glucose sofreu um
acentuado deslocamento para a direita. Nesta condicgao,o limiar
estimulatorio da secrecdo de insulina foi elevado dos 5,5 (na

ausencia de gentamicina) para 11,1 mM de glucose.

5.3, EFEITO DO CALCIO SOBRE A ACAO INIBITORIA DA
SISOMICINA

A figura 15 evidencia o efeito do aumento da concen
tragdo de calcio no meio extracelular sobre a inibicdo causada
pela sisomicina. Verifica-se que o antibidtico (10~5 M)}reduziu
em 36 + 10,1% a secrecdo induzida por 16,7 mM de glucose
(p<0,0025) e que a elevagdo do calcio para 2,0 ou 4,0 mM anta
gonizou o efeito inibitodrio,restaurando completamente a secre
cao para niveis controle. Na concentragao de 1077 M, a sisoml
cina reduziu em 76 * 6,7% a secrecao de insulina (p <0,001),

enquanto que o aumento do calcio de 1,0 para 4,0 mM também re

verteu, embora parcialmente, a acao do antibiotico (p <0,001).
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FigURA 15, Efeito do ca’? sobre a inibicao, pela sisomicina,da
secrecao de insulina por ilhotas isoladas e incubadas por 90 min
(37°C), em meio com 16,7 mM de glucose. 0s valores sdao media +
erro padrdo do numerc de observacdes mostrado entre parente-
ses. As duas linhas horizontais, na parte inferior da figura,

indicam as barras cujas médias nfo sao significativamente dife
rentes entre si (p>0,05).
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Assim sendo, nessas condicoes, a secre¢ao de insulina  passou

de 69 % 19,3 para 224 #* 22,0 yU/ilhota por 90 min .

3.4, EFEITO DO AURENTO DA CBNCENTRACAB DE POTASSIO SOBRE
A INIBICAO PROVOCADA PELA GENTAHICINA

A elevacao da concentragao de potassio, de 5,0 pa
ra 20,0 mM no meio de incubacao, potencializou em 47 + 11,7 %
a secregao de insulina induzida por 16,7 mM de glucose,que pas
sou de 331 # 12,9 para 485 + 38,8 ulU/ilhota por 90 min
(p<0,0025) (Fig. 16). Em meio contendo 5,0 mM de potassio, gen
tamicina 10"%M reduziu em 63 + 6,0% a secrecio de insulina
(p<0,001). Entretanto, quando se elevou para 20,0 mM a concen

- - .. -4 -
tracao desse cation, gentamicina 10 "M nao provocou qualquer

reducao dos niveis secretdrios de insulina (p>0,70).

3.5, EFEITO DA SISOMICINA E DA GENTAMICINA SOBRE A
SECRECAO DE INSULINA PROVOCADA PELA COMBINACAG DE
BARIO E TEOFILINA

A figura 17 mostra que a sisomicina e a gentamici
na, na concentracao de 10_4LL nao afetaram a secrecgao de insu
lina provocada pela combinacdo de bario e teofilina (2,0 mM de
cada um), por ilhotas de Langerhans isoladas de rato e incu

badas em meio desprovido de Ca2+ e glucose (p>0,60 ou maisj.
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Ficura 16, Efeito da gentamicina sobre a secregdo de insulina
provocada por 16,7 mM de glucose e potencializada por 20,0 mM
de potassio. As ilhotas foram incubadas por 90 min a 37°C. Os
valores sao média * erro padrao de 12 ou 13 obseryacdes. Exce
tuando-se a indicagao feita na parte superior da figura, todas

as demais diferengas entre médias sdo altamente significativas
{p<0,01).
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FiIcura 1/, Efeito da sisomicina e da gentamicina sobre a secre
c¢ao de insulina, por ilhotas de Langerhans isoladas de rato,
estimulada pela combinacao de bario e teofilina, na auséncia
de glucose. N indica o numero de observa¢bes. As linhas verti
cais representam o erro padrao. Os valores de p (indicados na
parte superior da figura) sao relativos a comparacdo com a mé

dia indicada pela barra imediatamente 3 esquerda.
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3.6, EFEITO DA SISOMICINA SOBRE A INCORPORA()IATO DE CALCIO
Hca)

Avaliou-se o efeito da sisomicina sobre a incorpo
racao de calcio (45Ca) por ilhotas de Langerhans isoladas e
incubadas, por 90 min , na ausencia ou presenca de glucose
(Fig. 18). A incorporagdo basal (na auséncia de glucose) osci
lou entre 4,33 + 0,227 e 4,47 * 0,294 pmol/ilhota por 90 min ,
enquanto que, em presenca de glucose (16,7 nM), verificou-se
acentuada elevagao para 9,68 % 0,54 pmol/ilhota por 90 min. Es
ta incorporacao foi reduzida para 7,00 % 0,582 pmol/ilhota por
90 min , em presenca de sisomicina 1073 M (p<0,005). Na ausén-
cia de glucose, sisomicina 107> M reduziu drasticamente a in
corporacgao, que passou de 4,33 + 0,227 para 2,02 * 0,192 pmol/
ilhota por 90 min (p < 0,001). O efeito inibitdrio da sisomici

3 - ~ .
M), com relagao ao valor encontrado na sua ausencia,

na (10
foi mais acentuado na falta (53,3 + 4,4 %) que em presenca de
glucose (27,7 £ 6,0 %). A figura 18 também evidencia que o
efeito estimulatdrio da glucose, sobre a incorporacgdo de Ca2+,
se manifestou mesmo na presenca de gentamicina. Assim, em meio
contendo 10”3 M de gentamicina, a secrecao provocada por 16,7

mM de glucose foi 3,5 vezes maior que na auséncia do secretago

go.
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Figura 18, Efeito da sisomicina sobre a incorporacido de calcio
(45Ca] por ilhotas incubadas em auséncia ou presenca de gluco-
se (90 min a 37°C}. A concentracdo de Caz+ no meio de incuba
cao foi 1,0 mM. Os resultados sio expressos como média * erro
padrao de 8 a 10 observagles. Excetuando-se a indicagdo na par
te inferior da figura, todas as demais diferencas entre médias

sao altamente significativas (p<0,01 ou menos).



89

3.7, RELACAD ENTRE A INCORPORACAO DE CALCIO E A SECRECAD
DE INSULINA

A figura 19 representa a relagao entre incorpora
c¢ao de calcio e secrecdao de insulina, por ilhotas isoladas. Es
tas foram incubadas em meio com ou sem glucose 16,7 mM, conten
do ou ndao antibidtico. Essa relagdao caracterizou-se pelo fato
da secrecao de insulina aumentar, acima do seu valor basal,

quando o total de calcio incorporade excedeu, aproximadamente,

50% da incorporacgao verificada em presenga de glucose 16,7 mM.
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Ficura 19, Relacdo entre a incorporagdo de calcio (45Ca] e a
secrecao de insulina (nas condic¢des experimentais constantes nas
figuras 11, 12 e 18 e tabelas I, II e VIII) por dilhotas de
Langerhans isoladas de rato. Ambos os parametros (média * erro
padrao) sao expressos como percentagem do valor encontrado pa-
ra grupos de ilhotas incubadas em meio-controle contendo:16,7
mM de glucose e 1,0 mM de calcio, sem antibidtico. Os percen
tuais de incorporacao de calcio foram calculados a partir de
dados da tabela VIII e figura 18; para a secrecao de insulina,
utilizaram-se valores extraidos das tabelas I e II, bem como
das figuras 11 e 12.
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i, DISCUSSAO

ApbGs a obtencdo da estreptomicina, em 1944, e
com a posterior instituigdo do uso clinico de varios antibid
ticos aminoglicosidicos, um nimero apreciavel de casos de efei
tos colaterais, provocados por essas drogas,tem sido relatado,
Assim, tem-se observado efeitos, principalmente,a nivel renal,
vestibulo-coclear e neuromuscular. Por outro lado, enm 1aborat§
rio, vem-se estudando os seus efeitos a nivel de miocérdio,jug
¢ac neuromuscular, musculatura lisa, ganglios autonomicos, neu

roipofise e em modelos de membrana.

A freqiliente verificacao do envolvimento do calcio
em todos esses efeitos levou-nos a cogitar uma possivel atua-
¢do de antibidticos aminoglicosidicos a nivel de célula beta,
uma vez que esta extensamente comprovado o papel desse cation

no processo de secrecao de insulina.

No presente trabalho, propusemo-nos investigar os
possiveis efeitos dos antibidticos aminoglicosidicos sisomici
na e gentamicina sobre a secrecao de insulina por ilhotas iso-
ladas de rato, bem como estudar of{s) mecanismo(s) que esta-
ria(m) envolvido(s) na producao desses efeitos. O trabalho
esta dividido em duas partes distintas. Uma primeira, que tra
ta de aspectos relativos a padronizacdo do RIE para a dosagem

de insulina de rato, e a segunda, que se refere, especifica

mente, d proposicgao do trabalho,
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4,1, VALIDAGAD DO RIE-PEG

O RIE-CELULOSE utilizado, inicialmente, para a do
sagem de insulina de rato secretada por ilhotas isoladas,em in
cubacdes estaticas (Quadro 1), apresenta as vantagens conferi-
das pela grande rapidez e por dispensar o uso da curva de refe
rencia, A sua sensibilidade, relativamente baixa, em nada pre
judica sua aplicagdo para a referida dosagem, jd que as quanti
dades de insulina presentes estao acima do valor minimo detec-
tavel. Na impossibilidade de continuarmos empregando essa téc
nica, face 4 escassez da celulose apropriada e ao alto consumo
de anticorpo que ela envolve, passamos a padronizacao da técni
ca do RIE-PEG (Quadro 2). Esta, dentre outras, tem sido empre-
gada para dosagens de insulina humana, sendo que nio encontra
mos, na literatura especifica, nenhuma adaptacio da mesma para
dosagem de insulina de rato. Suas vantagens sao: (a) o baixo
consumo de anticorpo; (b} o uso de polietilenoglicel, de facil
aquisicao e baixo custo, como separador das fracdes:; (c) a TC
lativa rapidez, embora seja mais demorada que o RIE-CELULOSE;
(d) apresentar maior sensibilidade, embora esta caracteristica

nao seja essencial para as dosagens executadas.

4,1,1, VERIFICACAO DA FALTA DE IDENTIDADE IMUNOQUI-
MICA ENTRE AS INSULINAS MURINA E BOVINA

-

Un dos requisitos para a validacdo de um RIE €
que o valor obtido pela dosagem de uma amostra independa do vo
lume que se utiliza. A observancia desse requisito € resultan

te de um paralelismo entre a curva definida pelos valores encon

trados nas amostras de volumes variados, e aquela curva utili
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zada como referencial nas dosagens. Esse & o caiténdio do para-
Leblismo, que pdde ser analisado quando as curvas sao dispostas
em escala logaritmica (MIDGLEY Jr., NISWENDER § REBAR,1969 26

SKELLEY, BROWN & BESCH, 1973 2%%7; STANDARDIZATION of..., 1974283y,

Diante da constatacao de que o uso de curva feita
com insulina bovina, para dosagem de insulina de rato,fornecia
resultados diferentes, dependentes do volume da amostra(Fig.5),
tornou-se inviavel, a priori, o emprego daquela insulina como
referencial nas dosagens. Assim sendo, quando os dados foram
dispostos como duas curvas, em escala dupfo Log (Fig. 7), foi
possivel a verificacdo da auséncia de paralelisme entre elas
(a inclinacao foi de -0,558 e -0,252 pafa a curva com insulina
bovina e murina, respectivamente). Essa observacao indicou uma
falta de identidade imunoquimica entre as insulinas bovina e mu
rina secretada 4in vd{tro (v. DELATTRE § BOSCHERO, 1981%%), ao
contrario do observado entre as insulinas bovina e porcina
(Fig. 6), cujas curvas tiveram aproximadamente a mesma inclina
¢do. Observagoes comparaveis foram feitas por KARAM & GRODSKY
(1962%*'), GRODSKY et alfi (1963°%), GRODSKY et alii (1967°%7)e

TAYLOR et afii (1968 2¢%),

Essas observacoes sao explicaveis, ao menos em
parte, pelas diferencas existentes na estrutura primaria das in
sulinas bovina e murina. Verifica-se que 6 aminoicidos sio di-
ferentes entre uma e outra insulina (HUMBEL, BOSSHARD § ZAHN,
1972 '*?). A nivel de reatividade imunolégica entre as insulinas
€ o anticorpo, a explicagao seria dada por uma menor avidez do
anticorpo utilizado (antiinsulina porcina) pela insulina de
rato, em comparacaoc com a insulina bovina. Sendo assim, uma da

da quantidade de insulina bovina & imunologicamente equivalen-

te a uma maior quantidade de insulina de rato. Isto acarreta
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uma subestimacao das quantidades de IIRR obtidas a partir de curvas de
insulina bovina, conforme pode-se constatar na figura10,comparando- se
as duas curvas feitas com isulinas liofilizadas de atividade biolo-
gica conhecida. Essa comparacdo permite verificar, também, que o
grau absoluto de subestimacdo € tanto maior quanto mais para a
direita da curva (Fig. 10) se analisam os dados. Ficou, assim,
caracterizada uma falta de identidade imunoquimica entre as insuli
nas bovina e murina, identidade essa imprescindivel-para a valida

¢ao de um RIE (BERSON § YALOW, 19762%).

4.1,2. CURVA DE EQUIVALENCIA

Com base na constatacao de que os valores de IIRR,
resultantes do uso de curva de insulina bovina, nao refletiama real
concéntragéo das amostras, aplicou-se um fator de correcdo dos dados,
0 qual variava de acordo com o ponto da curva que se utilizava,
e que, graficamente, era dado por uma funcdo de poténcia, conforme
disposto nas figuras 8e¢ 9 . 0 tracado grafico definido por essa
funcao foi denominado curva de equivaléncia . Esta curva ,se a prdiond
nao forneceu os valores exatos de IIRR, ao menos permitiu uma
estimativa qualitativamente correta, possibilitando a ulterior
normalizagao dos resultados, assim que dispusemos de insulina de ra

to liofilizada e de atividade biologica comheécida (cf,. item 2.9),

4,1,3, PRECISAD INTRA-ENSAIO

A precisao intra-ensaio pode ser definida como o

grau de concordancia entre uma série de medidas de uma amostra

e a sua média, i.e., a amplitude da variacdo em uma estimativa
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(MIDGLEY Jr., NISWENDER § REBAR, 1969 *'°). O coeficiente de va
riacao encontrado para as dosagens de insulina pelo RIE — PEG
— 21% —— €& relativamente elevado, se comparado com valores
obtidos, em dosagens de insulina plasmatica humana -— 7,6% —,
por TOLEDO e SOUZA (19722%%°). Essa diferenga pode ser atribuida,
em grande parte, a especificidade comparativamente baixa do an
ticorpo usado, pela insulina de rato, em relacdo a especifici-
dade apresentada para com a insulina porcina, usada como traga
dor. Vale lembrar que o anticorpo utilizado foi extraido de co
baias imunizadas com insulina porcina e que, portanto, seria
realmente previsivel uma maior reatividade com a insulina por
cina iodada. Essa caracteristica se traduziu, graficamente, em
curvas de insulinas murinas que apresentam inclinagoes acentua
damente menores que as evidenciadas com insulinas porcina e bo
vina (Figs. 6, 7 e 10). Uma menor inclinacao significa que uma
maior quantidade de insulina nao-marcada € necessaria para cau
sar um certo decréscimo na proporcao de insulina marcada liga
da ao anticorpo e, por extensao, em B/By . Em contraposicao,
uma pequena variagao na relagado B/B, ja € suficiente para alte-
rar os valores procurados através da curva de menor inclinacao,
comprometendo, com isso, o grau de exatidao e precisao do en-
saio. Esse incoveniente pode ser, de imediato, contornado, ao
menos parcialmente, por meioc de (a) dosagens repetidas de uma
mesma amostra e (b} reducao no erro de contagem da radiacao. A
superacao do problema requereria a obtengao e uso de um anti-
éorpo de maior avidez pela insulina de rato,possivelmente antil
corpo antiinsulina de rato. Sua producao poderia ser tentada
em cobaia, que apresenta insulina diferente da do rato em 17

dos 51 aminiacidos, através da administragao de extratos parci

almente purificados de pancreas endbcrino de rato.
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4,1.4, CURVA DOSE-RESPOSTA A GLUCOSE

A validade do RIE-PEG e da curva de equivalencia,
empregados na dosagem da insulina secretada, bem como a viabi-
lidade fisiologica das ilhotas isoladas pela colagenase, pude
ram ser constatadas através dos resultados obtidos com a incu
bagao de ilhotas em meios contendo concentracdes crescentes de
glucose. As caracteristicas da curva sigmdide dose-resposta a
glucose (Fig. 11) foram semelhantes as obtidas por MALAISSE-
LAGAE & MALAISSE (1971%'®), GREEN § TAYLOR (1972%°), ASHCROFT,
BASSETT & RANDLE (1972'%), LAMBERT (19767%%°%), ZAWALICH §
MATSCHINSKY (1977 287), ZAWALICH ef afii (1977 28%), HENQUIN
(1978a'%® ), MALAISSE ef afii (1979¢ 2°7), ISHIBASHI eif alid
(1980'3%) e MALAISSE et alii (1980 2°%, todos utilizando ilho-
tas de rato, isoladas por colagenase. 0 limiar estimulatorioen
contrado (por volta de 5,5 mM de glucose), bem como o K,
(10,2 mM) situam-se na faixa dos valores que sdo descritos por
aqueles autores, enquanto que a secrecdo basal (48 % 3,3 ul/
ilhota por 90 min, n = 41) se aproximou dos nimeros por eles
obtidos, Este valor esta, porem, muito abaixo dos valores ob
servados por LACY, YOUNG § FINK (1968 !°*) e MONTAGUE & TAYLOR
(1969%21), com idéntica preparacio experimental. Devemos sa-
lientar que estes dois grupos de pesquisadores foram pioneiros
na utilizacao de ilhotas isoladas por colagenase, o que justi-
ficaria o fato de haverem obtido valores elevados de secrecio

basal, decorrentes de uma técnica incipiente.

Assim, foi possivel concluir-se que a insulina
que se estava medindo nao decorria de um simples vazamento,
mas sim, de uma resposta fisiolOgica, ja que as ilhotas secre-

taram em intensidade proporcional & concentracaoc de glucose,

tendo-se observado uma secrec@o basal, um limiar estimulatério,
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uma resposta linearmente proporcional na faixa intermediaria

da curva e uma saturacdo.

4,2. ASPECTOS DO USO DE ILHOTAS ISOLADAS

A utilizagao de ilhotas isoladas, como modelo pa
ra estudo dos processos de secrecao de insulina,elimina grande
parte dos inconvenientes gerados pelas influéncias do tecido
acinoso, sangue e sistema nervoso. Existem, atualmente, duas
técnicas para isolamento de ilhotas de Langerhans. HELLERSTROM
(1964°7) desenvolveu a técnica de isolamento por microdisseccdo
de ilhotas de diferentes mamiferos. Uma segunda técnica, e por
nés empregada, foi descrita por MOSKALEWSKI (1965%2%) para o
pancreas de cobaia e particularizada para o rato por KOSTIANOVSKY
§ LACY (1966 '*®*) e LACY § KOSTIANOVSKY (1967152),'segundo a
qual as ilhotas sao separadas do tecido acinoso pela acao da

enzima proteolitica colagenase.

LERNMARK (1971'%7) relatou a importancia de alguns
detalhes teécnicos na preparagdo de ilhotas pela colagenase.Des
tacou a necessidade de um manuseio cuidadoso das ilhotas, ade
quada oxigenacdao, a necessidade de se evitar baixas temperatu-

ras e as influencias do pH e da osmolaridade.

No processo de isolamento das ilhotas empregamos
de 6 a 10 mg (1560 a 2600 U) de colagenase para cada pancreas,
durante 15 * 1 min de incubac¢do. Devemos, no entanto,salientar
que a enzima que empregamos fora preparada comercialmente ha
cerca de 10 anos e que, portanto, a sua atividade, possivelmen

te, seja menor que o indicado. Essa quantidade de enzima esta

bastante aquém da utilizada por VANCE el afidi (19682?1), de




99

17,5 a 25 mg/pancreas, embora o tempo da incubacio por eles
efetivada fosse de apenas 6 a 12 min . E também inferior a quan.
tidade empregada por HAHN et affi (1976°!), que constataram que
ilhotas de rato, isoladas por colagenase (5 mg / 100 mg de pan
creas, durante 15 min), quando estimuladas por glucose 10,0 ou
20,0 mM, secretaram quantidades de insulina identicas as produ
zidas por ilhotas obtidas através de microdisseccao. Os mesmos
autores obtiveram uma curva sigméide quando correlacionaram con
centracdes de glucose extracelular e secregdo de insulina,além
de nao notarem diferenca na capacidade secretora entre ilhotas
de pancreas submetidos a 5 ou 15 min de acdo colagenolitica.En
tretanto, essas indicacoes nao significam, necessariamente,uma
ausencia absoluta de efeitos deletérios da colagenase comercial,
uma vez que WOLTERS § KONIJNENDIJK (198072%%), comparando as se
crecoes entre ilhotas isoladas com o uso de colagenase purifi-
cada (10 mg/pancreas) ou colagenase comercial (3000 U/pancreas),
apos 11 a 17 min de incubagéo, vefificaram que os valores de
secrecao basal obtidos com essa ultima foram relativamentemais
elevados (30 a 50 %), sendo indicadores de possivel dano sobre
as ilhotas (LERNMARK, 1971'®7). A validade do uso que fizemos
de ilhotas isoladas &, no entanto, consubstanciada nos inUme-
ros trabalhos realizados com o emprego dessa preparagdo, e cu
jos resultados sao comparaveis aos obtidos 4m v{ve ou com pre-
paragoes An vitho que utilizam pancreas isolados,fragmentos de

pancreas ou ilhotas microdissecadas.

Uma grande variabilidade na secrecao de insulina
pode decorrer de (a) acoes nocivas da colagenase (HAHN el aldil,
1976°') e enzimas contaminantes contidas nas preparagoes comer

ciais daquela protease (HAHN et afii, 1976°'; WOLTERS § KONIJ

NENDIJK, 1980%°%), bem como de fatores téxicos, como o encontra
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do por MOSKALEWSKI, SOCHANSKA § WIWATOWSKI (1974 %%**) em algu
mas preparacoes de colagenase; (b) diferencas nas dimensoces das
ilhotas coletadas (WOLTERS § KONIJNENDIJK, 19807%%%) e (c) dife
rencas no contetdo de insulina (STEINKE, PATEL § AMMON,
1972%%%). Evidenciou-se, em colagenase comercial, atividades
fosfolipasica, tripsinica e de outras proteases (WOLTERS §
KONIJNENDIJK, 1980283). Estes autores verificaram, também, que
mesmo ilhotas de rato, de massas identicas, apresentam grande
variabilidade na secregao de insulina, e consideram que o me
lhor parametro para se correlacionar a secrecgao seja a superf]
cie externa da ilhota. Finalmente, concluiram que, embora uma
manipulagao inadequada possa provocar grandes variacoes na se-
crecao, o mais provavel € que ela seja conseqliencia de uma ver
dadeira heterogeneidade das ilhotas. Esta conclusao concorda
com a observacao de uma grande variabilidade na resposta indi
vidual de ilhotas de rato a glucose, feita por BEIGELMAN el
alii (197622,

164k

LACY, YOUNG & FINK (1968 } demonstraram a viabi
lidade do uso de preparacbes de ilhotas isoladas de pancreas
de rato pela agao da colagenase, para a investigacao dos
efeitos de determinados agentes sobre a secrecao de insulina.
Os mesmos autores nao detectaram qualquer destruicao da insuli
na secretada durante os 90 min de incubacao, tempo este igual
ao que utilizamos nos experimentos. Por sua vez, VANCE ¢t alii

(1968%7') observaram apenas uma pequena degradacio da insulina

secretada, prevenivel pelo Trasilol.

Uma segunda evidencia de que o sistema que empre-
gamos era funcionante foi obtida incubando-se ilhotas em meios
contendo 16,7 mM de glucose, com ou sem teofilina (1,4 mM) .Nes

sas condicoes, as secrecoes obtidas foram de 271 + 64 (n=6)

UNICAMP
BIBLIOTECA (ENTRAL
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e 770 + 79 (n =9), respectivamente (resultados nao mostrados). A
secregcao obtida em meio contendo 16,7 mM de glucose situa-se
na faixa de valores encontrados na literatura, para sistemas
de ilhotas de rato, isoladas por colagenase e incubadas a 37°C
durante 90 min, ou seja, de 182 * 12 pyU/ilhota (MALAISSE et
alii, 1976a'®®) a 371 % 29,1 wU/ilhota (MALAISSE et alii,
1976b '°7). Igualmente, o efeito da teofilina como potenciali
zador da secregao de insulina, provocada por concentragoes ele
vadas de glucose, € bem conhecido, tanto in vdivo (TURTLE,
LITTLETON & KIPNIS, 1967%7°) quanto em preparagoes isoladas
(MALAISSE, MALAISSE-LAGAE § MAYHEW, 1967 '®*®). Os  resultados
que obtivemos estdo particularmente em concordancia com aque-
les encontrados por MONTAGUE § TAYLOR (196922 ). usando ilho-
tas de rato incubadas em condigées estaticas, e por SOMERS
et alii (1976a2%°). Estes, empregando pancreas isolado de ra
to e perfundido por um meio contendo 13,9 mM de glucose, cons
tataram uma elevacao de aproximadamente 150 ¢ na secrecdao de
insulina, apbds a inclusdo de 1,4 mM de teofilina. A evidencia
conclusiva da viabilidade funcional da preparacao que utiliza

mos ja foi relatada no item 4.1.4.

4,3, ACAO DOS ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDICOS SISOMICINA
£ GENTAMICINA ~ SOBRE A SECRECAO DE INSULINA
E INCORPORACAO DE CALCIO (*Ca).

0 antibidtico gentamicina & um complexo isolado
da Micromonosponra purpurea e que, por cromatografia de coluna,

pode ser separado em tres componentes ativos que sio as gentio

micinas C;, C; e C, (GLASBY, 1976 7°}. Utilizamo-lo por ser

um dos representantes tipicos do grupo dos aminoglicosidicos
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~aminociclitélicos. O outro antibi6tico, a sisomicina, foi uti
lizado devido a sua estreita semelhanga estrutural com a genta
micina, & familia da qual pertence, sendo um derivado deidrico
da gentiomicina Clq (GLASBY, 1976 7®). A sisomicina &€ de intro
dugao mais recente na quimioterapia e tem sido largamente em-

pregada no tratamento de infeccoes provocadas por bactérias

Gran-negativas.

4,3.1, INIBIgﬂo DA SECREgﬁo DE INSULINA

Verificamos que a sisomicina e a gentamicina ini
biram, de maneira dose-dependente, a secrecio de insulina por
ilhotas isoladas de rato e incubadas em meio com 16,7 mM de
glucose (Figs. 12 e 13). Esse efeito foi qualitativamente idén
tico ao obtido por diversos pesquisadores, que utilizaram varia
dos antagonistas do cdlcio: LAMBERT § HENQUIN (19741%%) e
HENQUIN § LAMBERT (1975!%) com o Co’"; MALATSSE et alii(1976¢2°%)

empregando o Mg2+

; MALAISSE et alii (1976al%F) com o D600;
MALAISSE et afii (1976b'°7) usando o R33711; MALAISSE(197717%)
com o suloctidil; MALAISSE § BOSCHERO (1977 '®%) wutilizando a
nifedipina e MALAISSE et afid (19772°") usando o verapamil.
Todos os pesquisadores citados empregaram o mesmo sistema expe
rimental — ilhotas isoladas de rato e incubadas em condicoes
estaticas. Em adigZ@o, DEVIS et afii{ (1975°%) e SOMERS ef alii
(1976a 2%%), perfundindo pancreas isolado de rato, - obtiveran,

com o uso de verapamil, efeitos inibitorios semelhantes aos an

teriormente citados.

A concentracao minima requerida de sisomicina ou

gentamicina, para a observacao do efeito inibitdrio sobre a se

crecdo estimulada por glucose 16,7 mM, foi de 107° M, sendo
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a DE¢,, da ordem de 5 x 107°

M (Figs. 12 e 13). Esse valor é
nitidamente superior aos resultados relatados pelos pesquisado
res anteriormente mencionados e que usaram outros antagonistas
do calcio, em preparacoes de ilhotas isoladas. Evidenciamos,
assim, uma menor poténcia da sisomicina e da gentamicina sobre
a secregao de insulina estimulada por glucose, 4in vitro, com
parada com a poténcia daqueles antagonistas anteriormente ci-
tados. Coincidentemente, as concentragcoes terapéuticas da gen
tamicina e sisomicina, no soro, sao da ordem de 10"5 M

(RODRIGUES et afii, 1975 2**; MARKS et afidi, 1978 212, REYMANN

et alii, 1979 23, SANDE § MANDELL, 1980 2%7).

A inclinagao da curva dose-resposta & sisomicina
(representada em coordenadas semilogaritmicas) indica que ocor
re uma inibi¢ao fracional de 30 a 50%, para cada aumento de 10
vezes na concentracao dessa droga (Fig. 12). Semelhante veri-
ficagao foi feita com os antagonistas do ca’? : D600 (MALAISSE
et aldii, 1976a'°), R33711 (MALAISSE et alii, 1976b2°7), sulocti

dil (MALAISSE, 1977'7%) e nifedipina (MALAISSE § BOSCHERO,1977 18%),

Por outro lado, verificamos que as curvas dose-
resposta aos dois antibioticos sao praticamente sobreponiveis

- -3
€ que a secrecao, em presenca de 10

M da droga, nao foi sig
nificativamente diferente dos niveis basais (na auséncia de glu
cose) (Figs. 12 e 13). Essa similaridade de efeitos nao se cons
tituiu em surpresa, considerando-se a acentuada seme lhanga es-

trutural entre os antibioticos, e permitiu-nos a utilizacao

de ambos na sequéncia dos experimentos.

Resultados comparaveis aos que obtivemos foram
encontrados, 4n vivo, por SANTOS et afii (19812%), Estes ob

servaram uma reducao significativa da secrecido de insulina em

ratos submetidos a IVGTT, apds tratamento agudo ou cronico com
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gentamicina ou tobramicina, respectivamente, Esses autores nao
excluem, contudo, a possibilidade de uma acgdo dos antibidticos

a nivel da inervacio autondmica do pancreas.

A acdo dos dois antibidticos utilizados, sobre a
secrecao de insulina, € coerente com os efeitos verificados
em outros tecidos excitaveis. Assim, VITAL BRAZIL § PRADO-FRAN
CESCHI (1969b%7%) e DRETCHEN et afii (1972°%), trabalhando com
preparagoes neuromusculares isoladas de vertebrados, constata-
ram que a gentamicina provoca uma significativa reducao da 1i
beragao de acetilcolina na placa motora, conduzindo a um blo-
queio mioneural. Efeito bloqueador neuromuscular provocado pe
la gentamicina também foi observado por VITAL BRAZIL § PRADO-
FRANCESCHI, (1969a275), ADAMS ef afii (1976°) e ALBIERO et afii
(1978%), estes ultimos observando o mesmo efeito também com a
sisomicina. Inibicdo sobre misculo liso, exercida pela gentami
cina, foi demonstrada por ADAMS, GOODMAN & WEISS (19747) e
GOODMAN § ADAMS (1976 7®), todos empregando musculatura arterial
isolada de mamiferos e por PIMENTA DE MORAIS,CORRADO & SUAREZ
-KURTZ (1978235}, que utilizaram ileo isolado de cobaia. Efei
tos cardiodepressores foram verificados em mamiferos, tanto
in vive (ADAMS, 1975al,b?), quanto in vitro (ADAMS, 1975c?;
ADAMS & DURRETT, 1978%), constatando-se, sempre, uma redugao

na resposta contratil do miocardio exposto a gentamicina.

Por ocutro lado, uma acido ganglioplégica,provocada
por outros antibioticos aminoglicosidicos, foi observada por
CORRADO (1958°%) e ALKADHI § McISAAC (1978'°) com a estrepto-
micina; CORRADO § RAMOS (1958 *°) e WRIGHT & COLLIER (19772%%)

usando a neomicina e por CORRADO § RAMOS (1960 *!) empregando a

canamicina.
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43,2, REVERSAO DO EFEITO INIBITORIO, PELO AUMENTO
DA CONCENTRACAD EXTRACELULAR DE Ca’*

Una vez constatada a acao inibitdéria de antibidti
cos aminoglicosidicos sobre a secrecao de insulina in vitno bus
camos determinar em que etapa(s) do processo secretdorio esta-

riam eles atuando.

Conforme ja disposto na Introducdo, o processo de
secregao de insulina, estimulado por glucose, se inicia com o
reconhecimento do secretagogo, seguindo-se o aumento da concen
tragao citosolica do cédlcio e, finalmente, a ativacdo do siste
ma efetor, o que leva a migragdao das vesiculas e extrusio do

seu contetido.

Desde o trabalho pioneiro de GRODSKY & BENNETT
(1966 °¢), um mimero considerdvel de pesquisadores tem comprovado
a importancia fundamental do Caz+ no processo secretorio de
insulina (CURRY, BENNETT § GRODSKY, 1968c *%; HALES & MILNER,
1968 °% ; MALAISSE, BRISSON § MALAISSE-LAGAE, 1970 &°%; MALAIS
SE, 1972 1'7%; PIPELEERS, MARICHAL § MALAISSE, 19732%% . HELLMAN,
1975°%; SOMERS et afii, 1976a?2%%, b2%'; HELLMAN, 1977 '°!;  HEN
QUIN, 1978b ', KIKUCHI et afii, 1979 '*®). Em concordiancia com
essa comprovagao, temwsé obtido indicagCes de que varios agen
tes que afetam a secrec¢ao de insulina produzem grandes efeitos
sobre o manuseio de Caz+ pela célula beta (BRISSON § MALAISSE,
19733 ; MALAISSE, PIPELEERS & MAHY, 1973 !°%), a0 passo que uma
agao protetora exercida por niveis elevados de Ca2+ tem  sido
observada em experimentos que utilizam antagonistas inorganicos

2+

(HENQUIN & LAMBERT, 19757%'*)} ou organicos de Ca (DEVIS et

alii, 1975°% ; MALAISSE et afii, 1976a'®%; MALAISSE,197977%). So

me-se a isso a constatacao, feita por esses mesmos autores, de
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que o efeito inibitdrio desses antagonistas se acentua com a

~ . 2+
reducao dos niveis de Ca“ extracelular.

Em outro sentido, numerosos relatos descrevem 0
2+ - iy e, . . .
papel do Ca” nas agoes dos antibioticos aminoglicosidicos 50

bre tecidos excitaveis.

Fundamentados nas razoes expostas, procuramos: {a)
determinar o efeito do aumento da concentracao extracelular do
Caz+ sobre a secregao de insulina inibida pela sisomicinae (b)
avaliar o efeito da sisomicina sobre a incorporagao de Ca2+

por ilhotas isoladas.

Em ilhotas estimuladas por 16,7 mM de glucose, ve

c o - + . .
rificamos que o aumento da concentracao de Caz do meio de in-~
cubag¢ao, de 1,0 para 2,0 ou 4,0 mM, reverteu completamente 0

efeito inibitorio causado por 107°

M de sisomicina. Em identi
ca preparacao, 4,0 mM de Caz+ reverteram parcialmente a inibi-
¢ao provocada por 10—3 M do mesmo antibiotico (Fig. 15). BEssa
agao do Ca’’ a nivel das células beta € similar 3@ observada em
outros tecidos excitaveis. VITAL BRAZIL G PRADO-FRANCESCHI
(1969a??° , b*7%) verificaram que o aumento da concentracdo ex
tracelular de Ca2+ antagoniza o efeito bloqueador provocado pe
la gentamicina sobre a jungao neuromuscular. Efeito semelhante
foi obtido por ADAMS et afii (1976%)., Utilizando preparacdes
4n vivo (ADAMS, 1975a') e in vitro (ADAMS, 1975c¢?), este pes
quisador observou que o aumento da concentraciao de Ca2+ antago
niza o efeito depressor da gentamicina sobre o sistema cardio-
vascular e, especificamente, sobre o miocardio. A acdo proteto
ra exercida pelo Caz+ tem sido descrita, tambem,para outros an
tibioticos aminoglicosidicos, a nivel de: (a) misculo esquelético (VITAL

BRAZIL § CORRADO, 1957 27% (ORRADO § RAMOS,1958 *%; CORRADO, RAMOS § DE

ESCOBAR, 1959 "%, ELMQVIST § JOSEFSSON, 1962 ®“: VITAL BRAZIL §
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PRADO-FRANCESCHI, 1969b27%; PITTINGER, ERYASA § ADAMSON,1970 23%%;
DUNKLEY, SANGHVI & GOLDSTEIN, 1973°%; ADAMS et alii, 1976°%); ()
misculo cardiaco (SWAIN, KIPLINGER § BRODY, 1956 2°%7; ADAMS,

1975a!, b*) e (c) ginglios autondmicos (CORRADO, 1958 %7;

k]

COR

RADO § RAMOS, 1960"“'; ALKADHI § McISAAC, 1978 1%).

4,33, INIBICAO DA INCORPORACAO DE CALCIO (*°Ca)

Para uma verificacdo mais direta do envolvimento
do Ca’" na acdo inibitoria dos antibidticos aminoglicosidicos
sobre a secrecdo de insulina, avaliamos a interferéncia da si
somicina sobre a incorporagao desse cation, por ilhotas isola-

456& como tracador. Pela figura 18,

das, através do emprego do
verifica-se que a incorporacgao de Caz+ foi grandemente aumenta
da em presenca de glucose e inibida pela sisomicina EO"BNh tan
to em presenga quanto na auséncia de glucose. Essa acao inibi-
toria do antibidtico estd em paralelo com o efeito por ele
provocado sobre a secrecdo de insulina (Fig. 12) e € compati-
vel com as observacdes feitas em condi¢bes ideénticas, com o em

) 2+
, tais como o Co

prego de reconhecidos antagonistas do Caz+
(HENQUIN & LAMBERT, 1975 ***)}, D600 (MALAISSE et alii, 1976a'?®),
R33711 (MALAISSE ef afii, 1976b'*7), nifedipina (MALAISSE §
BOSCHERO, 1977 *®%), suloctidil (MALAISSE, 19771'7%) e verapamil
(MALAISSE et alii, 1977 %%%), Todos os antagonistas  organicos
do Ca2+, dentre os que acabamos de citar,apresentam a proprie
dade, em comum, de provocar uma redugao mais intensa da sua cap
tacao na auséncia de glucose, em comparagéo com o valor obtl

do com 16,7 mM do secretagogo. Como se pode verificar pela fi

gura 18, a sisomicina tamb&m apresenta essa propriedade, uma

vez que,enquanto em presenca de 16,7 mM de glucose ocorreu uma
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inibicao de 27,7 £ 6,0 % na incorporacdo de CaZ+, na sua ausén
cia esse valor se elevou para 53,3 + 4,4 %. Observa-se, entre
tanto, que a reducgao absoluta foi praticamente a mesma (2,68
e 2,31 pmol/ilhota por 90 min , respectivamente) em ambas as
situagoes. Esses dados nao favorecem a idéia de uma possivel
acao inibitdria da sisomicina a nivel dos canais fardios de
calcio, voftagem-dependentes, bloqueaveis pelo Co2+ { DONATSCH
et aldii, 1977°®), os quais estariam inativos na auséncia de

glucose.

Inibicao da incorporagado de calcio [4583), provo
cada por antibidticos aminoglicosidicos, tem sido constatada,
também, em outros tecidos excitaveis. Assim, esse efeito foi
observado em musculatura lisa vascular com o emprego de: neo-
micina (WEISS, GOODMAN § ADAMS, 1973277 e GOODMAN, WEISS &
ADAMS, 1974 79); gentamicina, canamicinae estreptomicina(ADAMS,
GOODMAN & WEISS, 19747) e canamicina, neomicina e gentamicina
(GOODMAN § ADAMS, 1976 7). Em musculatura intestinal, um efei

4504 foi

to inibitorio da estreptomicina sobre a captacido de
observado por PIMENTA DE MORAIS, CORRADO § SUAREZ-KURTZ (1978 ?°°%),
enquanto que WRIGHT § COLLIER (1977%%%) verificaram o me SMmo

efeito em ganglio autondomico isolado.

Utilizando fibras musculares de Callinectes danae,
’ - . - . +

que apresentam um caracteristico aumento da condutancia m;Caz
durante a despolarizagao, SUAREZ-KURTZ (1974 *®*°)obteve resulta
dos indicadores de que a neomicina e estreptomicina deprimem a

- . 2+ . -

condutancia membranar ao Ca” , Uma interpretacao consonante com
essa € dada por ADAMS § DURRETT (1978°) para explicar o efeito
cardiodepressor da gentamicina. Segundo esses autores, a genta

. s . . 2+ .
micina atuaria no sistema de transporte de Ca~ pelos canais

Lentos do sarcoplasma ou na disponibilidade de Ca2+ para trans
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locagao por esses canais, ou em ambos.

Os resultados por nds obtidos ndao excluem a possi
bilidade dos antibiOticos empregados interferirem também no
transporte de outros ilons pela membrana plasmatica da cé€lula
beta. Nesse particular, DIECKE, WESTECKER § VOGT (1971°%), uti
lizando fibras nervosas mielinizadas, verificaram que estrep
tomicina diminui a corrente de sodio, possivelmente reduzindo
a disponibilidade de seus canais durante a excitacao. Por sua
vez, PICCININI et afid (1973 *3*), utilizando um modelo de mem-
brana, verificaram que gentamicina, neomicina, aminosidina, ca
namicina e estreptomicina inibem, de maneira dose-dependente,a
transferéncia de so0dio, potassio, magnésio e calcio, efetuada

pela cefalina.

Outrossim, a possibilidade de que a reducao na in
corporagao de calcio e, conseqiientemente, a redugdo na secre
¢ao de insulina sejam devidas a uma atividade quelante dos
aminoglicosidicos {CORRADO, 1963, apud PITTINGER & ADAMSON,
1972 ?*7) parece pouco provavel, diante dos resultados obtidos
por ELMQVIST & JOSEFSSON (1962°%) e SUAREZ-KURTZ (1974 *®%), Es
ses autores nao constataram qualquer reducao significativa nos
niveis de c@lcio ionizado em solugdes contendo neomicina em

3 e 107% M,

concentracoes da ordem de 10
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4,3.4, RELAGAO ENTRE ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDICOS
E CANAIS DE CALCIO "VOLTAGEM-DEPENDENTES"

Considerando-se (a) que o estimulo secretorio de
insulina, exercido pelo aumento da concentracao extracelular de
K+, se deve ao seu efeito despolarizante (MILNER § HALES,
1967¢ 2% ; GOMEZ & CURRY, 197377; ATWATER, RIBALET & ROJAS,
1978'%), que conduz a um aumento da incorporacio de ca®? (MA-
LAISSE-LAGAE § MALAISSE, 19712!°; HENQUIN § LAMBERT, 1974%'3;
HELLMAN, SEHLIN § TALJEDAL, 1978 *°%; HERCHUELZ et alii, 1980a'?1)
atmﬂéé da abertura de canais de Ca2+ voltagem-dependentes, e con
siderando-se, ainda (b) que esses efeitos nao foram inibidos
pela gentamicina (10—4M) (Fig. 16), julgamos que essas constata
coes também ndo favorecem a idéia de uma possivel acdo inibitd

ria dos antibidoticos aminoglicosidicos a nivel dos canais de

CaZ+ voltagem-dependentes,

Essa idéia €, indiretamente,apoiada pela constata
¢cdo feita por HENQUIN § LAMBERT (1975'!'*),em ilhotas isoladas,de
que o© Coz+, bloqueador do canal de Caz* voltagem~dependente
(DONATSCH et afii, 1977 °%), suprimiu completamente a sSecrecao

de insulina estimulada por 24 mM de K.

A inobservancia, em nosso trabalho, de qualquer
efeito inibitdrio da gentamicina sobre a secrecao eliciada por
alta concentracao extracelular de K+, conflita coma observagao
de acbes inibitdorias provocadas por antibidticos aminoglicosi-
dicos em musculatura lisa vascular sob efeito despolarizante
daquele cation (GOODMAN, WEISS § ADAMS, 1974 7%; ADAMS, GOODMAN
§ WEISS, 19747; ADAMS § GOODMAN, 1975°; GOODMAN § ADAMS, 19767°%.

E possivel, contudo, que isto decorra das diferencas existentes

. R 2+
na maneira de como uma e outra estrutura dispoe do Ca na sua
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atividade fisioldgica,

Estudando os efeitos do aumento extracelular de
K", KUZUYA, KAJINUMA § IDE (1974 159} obtiveram dados conflitan
tes com as observagoes de HELLMAN, SEHLIN § TRLJEDAL (1978 %)
e HERCHUELZ et alii (1980a'??). Aqueles autores verificaram que
a secregao de insulina, causada pelo aumento da concentracdo do
K" extracelular, ocorreu antes daquela provocada pelo aumento
do Caz+ no meio, 0 que os levou a sugerir que o estimulo secre
torio nio seria conseqiiéncia de um aumento do influxo de Caz+,
mas sim, de uma mobilizacgfo desse cation a partir de comparti-
mentos intracelulares. Nesse sentido, entdao, a inobservancia,
no nosso trabalho, de qualquer efeito da gentamicina sobre a
secrecao provocada por aumento de K* extracelular, indicaria,
apenas, que esse antibiotico ndo interferiu na referida mobili

.. +
zagao interna de Caz .

Una evidéncia indireta, também contrdria & idéia
de atuacao desses antibioticos sobre os canais deCaz+ voltagem
-dependentes, reside na nossa constatagao de que eles ndao in-
terferiram na atividade secretdOria provocada pela combinacao de
Baz+ e teofilina (Fig, 17). Considere-se que a entrada do Baz+
na celula beta, provavelmente, ocorre através de um canal de
ca’t voltagem-dependente, bloqueavel pelo verapamil (SOMERS et

alii, 1976b*%'), e que teofilina, na auséncia de Ba2+, nao pro

voca secrecao (SOMERS et af.ii, 1976b26%),

Fica, assim, a possibilidade de uma acao desses
antibioticos a nivel do sistema ionoforético nativo da membra
na celular, 3a semelhanga do proposto por MALAISSE, DEVIS §

SOMERS (1977'%%) para explicar os efeitos provocados pelo ve

rapamil em membranas artificiais,
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Uma explicagao alternativa para os efeitos  dos
antagonistas organicos do Ca2+ foi elaborada por CHURCH &
ZSOTER (1980°°), a partir de dados sobre o efeito dessas  dro
gas na captagao e efluxo de 4SCa, em coragdoe vasos sangliineos
de coelho. Eles sugerem que essés antagonistas atuam por ou
tros mecanismos, que nao atraves da inibicdo do fluxo transmem
branar de Ca2+, e sim, provavelmente, sobre a liberagao e liga
cao do Caz+ por reservatdrios intracelulares. Na verdade, essa
hipotese nao fora descartada por DEVIS ef alidi (1975°%), quando
analisaram os efeitos provocados pelo verapamil em ilhotas de

Langerhans isoladas,.

Finalmente, a verificacao de que gentamicina
(IO“EM) também inibiu significativamente a secregdo de insuli-
na, na ausencia de glucose (Fig. 14), quando os canais de C32+
voliagem-dependentes estariam inativos, € mais wuma evidéncia

de que os antibidoticos utilizados ndo atuam sobre esses canais.

4,3.5, CORRELACAO ENTRE SECRECAO DE INSULINA E IN-
CORPORAGAD DE CALCIO (*°¢a)

Uma caracteristica correlagdo entre secrecio de
insulina e incorporagao de Caz+ foi obtida (Fig. 19), notando
-se que a atividade secretdria conserva-se em niveis basais até
que tenha ocorrido uma incorporagao superior a 50 % (em relagao
ao referencial, no caso, os valores verificados com 16,7 mM de
glucose)}, a partir da qual a secrecao aumenta progressivamente
com a quantidade de C32+ incorporado. Esse resultado concorda

amplamente cem o obtido por MALAISSE-LAGAE § MALAISSE (1971)2'?,

MALAISSE (1972 '7%), MALAISSE et af.ii (1972 '°%) HENQUIN § LAMBERT
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(1975 %), MALAISSE et alii (1976a®%, e293) ¢ MALAISSE et

alii (1979c?°7),

4,36, INIBICAD SECRETORIA EM VARIAS CONCENTRAQDES
DE GLUCOSE

Visando determinar se o efeito inibitdrio dos an
tibidticos utilizados se manifestaria, também, em outras con
centracoes de glucose, foram feitas incubac¢oes em meio conten
do quatro diferentes niveis daquele secretagogo, na  auséncia

ou presenca de 10-334 de gentamicina.

Os resultados, apresentados na figura 14, eviden
ciam uma a¢do do antibiftico ao longo de toda a faixa de con
centracoes de glucose empregada, realcando, porém, uma inibi-
¢ao mais pronunciada da secrecio de insulina nas concentragoes
mais elevadas da hexose. Essa verificacdo se harmoniza perfei-
tamente com os resultados dispostos na figura 19,onde se obser
va que, nas condigbes de elevada secrecgio de insulina, uma re
ducao relativamente pequena da incorporagao de calcio pode ini
bir acentuadamente a atividade secretéria, o oposto sendo ob-
servado nos niveis de menor secregao. Esses dados,em conjunto,

3

sao coerentes com a verificacao de que a sisomicina (1077 M)

inibiu percentualmente mais a incorporacao basal de cﬁlcio,com

parada a obtida com 16,7 mM de glucose (Fig. 18).
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4,3,7, AUSENCIA DE EFEITO SOBRE A SECRECAD PROVOCA-
DA POR B.Z* E TEOFILINA

Tendo constatado a acao de antibifticos aminogli-
cosidicos sobre a secrecao de insulina e sua interferéncia no
processo de captacao de Ca2+, buscamos verificar possiveis
efeitos dessas drogas sobre outras etapas envolvidas no proces
so de secrecao de insulina. Assim sendo, abordamos o sistema
efetor, composto por microtiibulos e microfilamentos, em cone
Xda0 com a membrana plasmidtica. Para esse fim, testamos a ativi
dade dos antibidticos sobre a secrecdo de insulina provocada

pela combinacao de Ba2+ e teofilina (2,0 mM de cada um).

0 efeito estimulatdorio do Baz+ sobre a secrecao
de insulina foi, inicialmente, demonstrado por MILNER & HALES
(1968%%°) e HALES & MILNER (1968 °2), ocorrendo mesmo na ausén-
cia de glucose e Ca2+, enquanto a teofilina, embora nao es
timule pex se a secrecao, potencializa grandemente o processo

secretério estimulado por aquele cation (SOMERS et alii,1976b26%),

Constatamos que sisomicina e gentamicina (10_4 M)

nao provocaram alteracido significativa da secrecio de insulina
estimulada pela associacido de Ba2+ e teofilina (Fig. 17}, indi
cando que o sistema efetor ndo ¢ afetado por esses antibidti-
cos., Esse resultado difere do encontrado por SOMERS ef alif
(1976b *¢1) e SENER § MALAISSE (1979 %) que, utilizando idénti
ca preparacdo, observaram drastica reducdo secretdria, causada
pelos antagonistas organicos do Ca2+: verapamil e suloctidil.
Essa diferenca seria explicavel pelas evidéncias de que o Ba’*
entra na célula beta através do canal de Ca’’ voltagem - depen

dente (SOMERS ef afii, 1976b?®*Y), sobre o qual atuariam o vera

pamil e o suloctidil. Por outro lado, o fato de nio termos cons
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tatado qualquer efeito inibit6rio provocado pela gentamic¢ina ou
- o w -~ -~ - - -, - = -
sisomicina esta em concordancia com a idéia,jd@ discutida,. de
Sy ~ - - 2+
que esses antibioticos nao agiriam a nivel do canal de Ca

voltagem-dependente,

4,4, EVIDENCIAS FAVORAVEIS A UMA AUSENCIA DE ACAO DA SISO
MICINA E DA GENTAMICINA SOBRE O RECONHECIMENTO DA
GLUCOSE PELA CELULA BETA

Tres evidencias contririas a uma possivel interfe
rencia dos antibiSticos estudados, sobre o processo de reconhe
cimento da glucose pela célula beta, emergiram dos experimen-
tos realizados. Primeiramente, observamos que a gentamicina

(1073

M) inibiu significativamente (35 %, p<0,05) a secrecao
de insulina, mesmo na auseéncia de glucose (Fig. 14). Fato idén
tico foi observado por HENQUIN § LAMBERT (1975 '™} usando C02+,
sendo interpretado como sugestivo da existéncia de um mecanismo
regulador da secregao basal de insulina. Uma segunda evidéncia
deriva da constatacao de que a sisomicina (10“3 M) ndo inin
biu totalmente o efeito estimulatério da glucose (16,7 mM) S0
bre a incorporacido de Caz+ (Fig. 18), quando € conhecido que
esse efeito depende do metabolismo da glucose pela célula beta
(MALAISSE-LAGAE § MALAISSE, 19712!%), Verificamos que, nessas
condicoes, a incorpora¢ado passou de 2,02 + 0,192 para
7,00 * 0,582 pmol/ilhota por 90 min . Estes resultados sio con
cordantes com os relatados por MALAISSE et afii (1976a 1% pio7,
e®"®), MALAISSE (1977'7%), MALAISSE § BOSCHERO (19771'°%) e Ma
LAISSE et afii (1977 ?°%),que empregaram antagonistas orgdnicos

. ~ . 2+
e inorganicos de Ca™ .
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Finalmente, pode-se constatar que a presenca de
10—3 M de gentamicina nao impediu totalmente o efeito estimula

tério da glucose sobre a secrecdo de insulina.

Essas evidéncias estdao em acordo com observagoes
recentes, efetuadas em nosso laboratdrio,. quando se constatou,

3

em ilhotas isoladas, que a tobramicina (10 ° M) nio impediu o

efeito inibitorio da glucose (16,7 mM) sobre o efluxo do 456&
(dados nao publicados}. Esse efeito, possivelmente, depende do
me tabolismo da glucose pela célula beta (MALAISSE et aldd,

1979a2%1),

Com base nos experimentos executados, naoc podemos
afastar a hipotese de uma acdo intracelular dos antibidticos
utilizados. Entretanto, esse tipo de acao, segundo WRIGHT &
COLLIER (1977%%%), é improvavel, por se tratarem os Tteferidos
antibidticos de bases organicas policatidnicas, altamente pola
res e pouco difusiveis. Evidéncias contrdrias a esse tipo de
acao foram obtidas por esses mesmos autores,ao constatarem que
a acdo da neomicina em ganglio autonomico e jungao neuromuscu-

lar se processa prontamente e € rapidamente reversivel,

4,5, IMPROVAVEL A(}!-\O DA SISOMICINA E GENTAMICINA SOBRE A
INSULINOGENESE

Com base nos experimentos efetivados, nao podemos
descartar a possibilidade dos antibidticos wusados afetarem a
sintese de insulina. Entretanto, diante de resultados obtidos
por varios autores, torna-se bastante inviavel que uma possi
vel reducdo da sintese justifique os efeitos inibitdrios obser

vados. Assim, tem-se constatado que ilhotas incubadas por 60
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min , em meio contendo até 16,7 mM de glucose, secretam, no mé
ximo, 5 % do seu contefido de insulina estocada (MALAISSE, MA
LAISSE-LAGAE & KING, 1968 1%%), Igualmente, verificou-se que a
secregao de insulina, estimulada por 5,5 mM de glucose durante
2 h, foi normal, apesar de se ter bloqueado a sintese protéica
com dinitrofenol (GRODSKY § BENNETT, 1963%%). Resultados compa
raveis foram encontrados por SANDO, BORG § STEINER (19722%% 3.
Estes autores observaram que aproximadamente 90 % da insulina
secretada durante 3 h, por ilhotas isoladas de rato, € deriva
da de estoques granulares pré-existentes. Finalmente, HOWELL §
TAYLOR (1967'%°) concluem nao haver secreciao de insulina recém

-sintetizada, em resposta & glucose, durante a primeira hora

apbs a sintese.
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5, - RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, propos-se estudar os possiveis
efeitos inibitdrios de antibidticos da familia da gentamicina
sobre a secregao de insulina, bem como elucidar os mecanismos

envolvidos nessa inibicao.

Numa etapa preliminar, validou-se um radioimuno
ensaio (RIE-PEG) para dosagem de insulina de rato secretada
Ain vifro. Para esse fim, apos titulagdo do anticorpo e determi
nacao da sua constante de associacao e capacidade ligante, fo
ram executadas a prova da difudicac e ensaios comparativos en
tre as insulinas murina, bovina e porcina, com o objetivo de
verificar da identidade imunoquimica entre essas insulinas.Cons
tatada a falta dessa identidade, ao se comparar insulina de
rato com insulina de boi ou porco, optou-se pela execugao e
emprego, em cada RIE-PEG, de uma curva de equivaléncia, a fim

de se ajustar os dados obtidos em curvas de insulina bovina.

Finalmente, fol determinada a precisao  intra-en

saio de um RIE-PEG executado em condicoes de rotina.

Os resultados obtidos na validacao do RIE-PEG

permitiram concluir-se que:

As 1insulinas bovina e porcina niao sao referenciais

adequados para radioimunoensaios de insulina murina.

0 uso de uma curva de equivaléncia, para o ajuste

de valores lidos em curva de insulina bovina, possibilita, ao

menos, a obtencdo de resultados qualitativamente corretos,
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Uma dispersao relativamente elevada nas dosagens
deve-se, ao menos em parte, a baixa especificidade (por imnsuli

na de rato) do anticorpo utilizado,

Uma vez validado o RIE-PEG, passou-se a estudar
os efeitos dos antibiGticos sisomicina e gentamicina sobre a

secregao de insulina e incorporagdo de calcio (45Ca).

Para o estudo da secregao de insulina, utilizaram
~se ilhotas isoladas de pancreas de rato, pela técnica da cola

genase, ¢ incubadas em KREBS (90 min, 37°C) em condicoes esta-

ticas.

A medida da incorporacdo de cilcio foi feita em
identica preparacao experimental, adicionando-se 45Ca ao KREBS

e incubando-se a 37°C por 90 min .

Os antibidticos sisomicina e gentamicina, nas con
centracoes entre 10"'6 e 10’3 M, inibiram, de maneira dose-de
pendente, a secregao de insulina provocada por glucose. 0 efei
to inibitdrio da gentamicina manifestou-se em todas as concen

tragoes utilizadas de glucose {(entre 5,5 e 16,7 mM) e, inclusi

ve, na auséncia desse secretagogo.

- +
0 aumento da concentracaoc extracelular de Ca2 an

tagonizou o efeito inibitério da sisomicina sobre a secrecao.

Sisomicina e gentamicina nao reduziram a secrecao

provocada pela combinacao de BaZ+ e teofilina.

Gentamicina nao reduziu a secregao provocada por

- +
elevada concentracgao extracelular de X .

Sisomicina inibiu a incorporacgaoc de célcio(4SCa),

tanto em presenca quanto na auséncia de glucose.
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Os resultados permitiram concluir-se que:

Sisomicina e gentamicina inibem a secrecio de in

. - .~ - 2+
sulina através de uma competicgdo com fons Ca ,provave lmente,
a nivel da membrana plasmatica da célula beta, semelhantemen-
te aos seus efeitos relatados para outras estruturas excita

vels.

E improvdvel que o efeito inibitdrio decorra de
- sy s . - . 2+
uma atuagao dos antibioticos a nivel dos canais de Ca volia

gem~dependentes,

0 processo de reconhecimento celular da glucose,
aparentemente, ndo € afetado em grau significativo pelos anti

bidticos utilizados.

0 efeito inibitdrio dos antibicdticos estudados,

sobre a secrecao de insulina, ndo decorre de uma acio a nivel

do sistema efetor.
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TaBeLA T,
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Secrecgao de insulina por ilhotas de Langerhans isola
das de rato e incubadas, por 90 min a 37°C, em dife
rentes concentracoes de glucose.
GLUCOSE INSULINA SECRETADA N
(mM) (pU/ilhota por 90 min )a
- 48 + 3,3 41
2,8 55+ 11,0 15
b
5,5 gz + 7,8 33
b
11,1 200+ 13,2 20
16,7 309 + 9,3b 72
b
27,7 %7 * 17,9 24
a Média + erro padrao de N determinacdes, apoOs normalizacao dos

resultados.

b Indica p <0,001 ou menos, com relagdo a secrecao basal (ausen

cia de glucose).
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TaBeLA I], Efeito de diferentes concentracdes de sisomicina
sobre a secrecao de insulina, por ilhotas isoladas
de rato e incubadas em presenca de 16,7 mM de glu
cose, durante 90 min.

SISOMICINA INSULINA SECRETADA 5 de INTBICAO N

(M} (pU/ilhota por 90 min)

- 305 + 14,3 - 29
107° 305 + 24,7 - 10
107> 185 & 29,17 39,3 10
=10'4 128 + 39,3°% 58,0 9
1073 66 + 7,1% 78,4 16

Os valores de insulina secretada sao média + erro padrao.
a vs. controle (sem sisomicina) p<0,005 ou menos.




158

TaBELA 11, Efeito de diferentes concentragoes de gentamicina
sobre a secrecdo de insulina, por ilhotas isola-
das de rato e incubadas por 90 min , em presenca
de 16,7 mM de glucose.

GENTAMICINA INSULINA SECRETADA % DE INIBICAO N
(M) (pU/ilhota por 90 min)
- 312 + 27.9 - 11
107° 331 + 37,9% - 11
-5 b
10 236 + 31,9 24,4 11
1074 122 # 20,0° 60,9 12
1073 51 + 6,3P 83,7 11
Os valores sao média + erro padrdo de N determinacoes, apos

normalizacao dos resultados (cf. Ttem 2.9.).
a vs. controle (sem gentamicina) p>0,60.

b vs. controle (sem gentamicina) p<0,05 ou menos.
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Tagera IV, Efeito de 1077 M de gentamicina sobre a secrecdo de
insulina, por ilhotas de Langerhans isoladas de ra
to, estimulada por glucose em diversas concentra
coes.

GLUCOSE GENTAMI CINA INSULINA SECRETADA N p

{mM) (M) {(uvU/ilhota por 90 min)
- - 65 % 9,1 5
-3
- 10 42 + 2,5 7 < 0,05
5.5 - 75 % 10,9 10
-3
5,5 10 42 * 6.5 8 <« 0,01
11,1 - 189 + 17,4 10
11,1 1072 57 + 5,2 10 < 0,001
16,7 - 312 & 28,3 5
16,7 107° 95 + 7,9 6 < 0,001

Os valores de insulina secretada sao
de terminacoes, ap0s normalizacao dos

P expressa a significancia do efeito

da concentracao de glucose.

média * erro padrio de N

resultados.

da gentamicina, em uma da
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TaBerAa V. Efeito do aumento da concentracao de calcio sobre a
inibi¢do, pela sisomicina, da secrecao de insulina
por ilhotas pancreaticas iscladas de rato,incubadas
em meio contendo 16,7 mM de glucose (90 min a 37°C).

LINHA N Ca’®  SISOMICINA TINSULINA SECRETADA p
{(mM) (M) (uU/ithota por 90 min)
1 20 1.0 - 289 * 17 2
2 10 1,0 107 185 + 29.1 vs.1l < 0,0025
310 2.0 107 329 + 17.1 vs.1 > 0,10
vs.Z2 < 0,001
4 10 4.0 107° 338 + 23,3 vs.1 > 0,10
3 ‘ vs.2Z < 0,001
5 10 1,0 10 69 + 19.3
6 10 4.0 1072 224 + 22.0 vs.1 < 0,05
vs.4d < 0,0025
vs.5 < 0.001

Os valores de insulina secretada sio média * erro padrao de N
de terminacoes.,
Os valores de P expressam a significancia da diferenca entre as

condigoes experimentais indicadas pelos niimeros das 1inhas.
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TaBELA VI, Efeito do aumento da concentracio de potdssio so-
bre a inibicao, pela gentamicina, da secrecao de
insulina por ilhotas incubadas durante 90 min a
37°C, em meio contendo 16,7 mM de glucose.

LINHA  K*  GENTAMICINA INSULTNA SECRETADA p
(mM) (M) (pU/ilhota por 90 min)®
1 5.0 - 331 + 12,9 (13)
2 5.0 1074 122 % 20,0 (12) vs.1 < 0,001
3 20,0 - 485 * 28,8 (13) ys.1 < 0,002
4 20,0 1074 501 % 39,4 (13) vs.l < 0,001
vs.2 < 0,001
vs.3 > 0,70
a

Média %+ erro padrao do n® de determinagoes indicado entre pa
rénteses.
P indica a significancia da diferenga entre as condigdes ex

perimentais indicadas pelos nimeros das linhas.
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TABELA VII, Efeito de antibidticos aminoglicosidicos sobre a
secrecao de insulina, provocada pela combinacao
de bario e teofilina, por ilhotas de Langerhans iso
ladas de rato. A incubacao foi feita em Krebs des
provido de calcio, por 90 min a 37°C.

LINHA BaCl2 + ANTIBIGTICO INSULINA SECRETADA P

TEOFILINA (10™h0) (pU/ilhota por 90 min)?
(mM de cada um)

1 - - 9 =+ 1,0 (10)
2 2,0 - 236 *+ 25,0 (10)
3 2,0 Sisomicina 221 £ 21,0 (10) >0,60
4 - - 33+ 1,6 (14)
5 2,0 - 113 + 12,3 (13)
6 2,0 Gentamicina 114 + 11,4 (14) > 0,95

Média * erro padrdo do nimero de determinacdes indicado entre
parénteses.
Os valores de P expressam a significancia da diferenga entre

as condigoes experimentais indicadas pelos nimeros das linhas,
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TapeLa VIII, Efeito da sisomicina sobre a incorporagao decil
cio por ilhotas de Langerhans isoladas de rato,
incubadas por 90 min a 37°C, em presenca ou au

séncia de glucose.

LINHA  GLUCOSE SISOMICINA  CALCIO INCORPORADO p
(mM) (M) (pmol/ilhota por 90 min)¢
1 - - 4,47 + 0,294 (10)
2 16,7 - 9,68 + 0,540 (9) vs.1< 0,001
3 16,7 1073 7.00 + 0,582 (9)  vs.2<0,005
. - - 4.33 + 0,227 (9)
5 - 1073 2,02 40,192 (8)  vs.4<0,001
6 16,7 - 7,40 + 0,384 (10) vs.d< 0,001
7 16,7 107 6.95 + 0,333 (10)  vs.6>0,15

@ M&dia + erro padrio de n determinagoes (indicado entre  pa
renteses).
Os valores de P expressam a significancia da diferenga eén-
tre as condigdes experimentais indicadas pelos numeros das
linhas.

A concentracio de cdlcio total no meio foi 1,0 mM.



