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I. INTRODUCAO

Dentre as diversas fun¢des da insulina, certamentente a mais importante
consiste na regulagdo dos niveis plasmaticos de nutrientes, em especial da glicose.
Por sua vez, a secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas é diretamente
controlada pelos sinais provenientes do metabolismo da glicose. Esta
interdependéncia permite o ajuste, dentro de limites aceitaveis, das concentragdes
circulantes de nutrientes ¢ do hormdnio em questdo. O sistema basico glicose-
insulina pode ser modulado, dentre outros fatores, pela apropriada interagio entre
sinais metabolicos e neurais. O sistema neurovegetativo, através de sua divisdo
parassimpatica, desempenha papel fundamental na regulagio da secregio de

insulina induzida por nutrientes.

I.1. CONTROLE NERVOSO DA SECRECAO DE INSULINA

Ha muito se sabe que a administragio oral de glicose é um estimulo mais
efetivo para a secre¢io de insulina do que a administragio intra-venosa. A
ingestdo de carboidratos promove um aumento imediato no nivel de insulina, que
antecede o aumento nos niveis de glicose arterial (LOUIS-SYLVESTRE, 1976). A
liberagdo de insulina no periodo pré-absortivo parece ser mediada por sinais
conduzidos pela divisio parassimpatica do Sistema Nervoso Central.
Experimentos conduzidos em ratos demonstraram que uma dose tnica de glicose
induz a atividade secretoria de insulina, independentemente do estimulo
metaboOlico poés-absortivo - denominada primeira fase da secregio (LOUIS-
SYLVESTRE, 1978). Esta fase corresponde a um primeiro pico de secre¢io de
laténcia muito curta, o qual é desencadeado a nivel oral, por estimulo reflexo
mediado pela ativagio direta do nervo vago sobre a célula . Como consequéncia

da liberagdo de insulina reflexamente induzida, observa-se uma ligeira diminui¢io
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nos niveis de glicose circulante, ocorrendo em média 1 min apoOs a ingestdo de
agucar. Em seguida observa-se um segundo pico - também pré-absortivo -, que s
¢ mantido no caso de enchimento géstrico (LOUIS-SYLVESTRE, 1976),
indicando, portanto, ser desencadeado a nivel gastrointestinal. De fato, quase 50%
da insulina secretada no periodo pods-prandial imediato (primeiros 6 min) é
dependente da estimulagdo colinérgica (BERTHOUD, 1984). Apés a primeira
fase, os niveis de insulina plamatica aumentam paralelamente a elevagio da
concentrag@io de glicose. Utilizando [!4C] glicose, STEFFENS (1969) comprovou

que a segunda fase ¢ devida a absor¢3o de glicose pelo trato gastrointestinal.

A importancia fisiologica dos sinais desencadeadores da fase pré-absortiva
sobre a atividade da ilhota de Langerhans é promover uma resposta antecipada da
secre¢do, evitando perturbagdes maiores da concentragio de glicose e de outros
nutrientes ingeridos, prevenindo assim a hiperglicemia. Se o aumento da
concentragdo de insulina ocorresse somente ap6s a entrada de glicose na
circulagdo, uma quantidade maior de insulina seria necessaria para COrrigir a

grande variagdo da glicemia resultante da absorgio.

Estad bem documentado que a ilhota pancreatica da maioria dos vertebrados
recebe inervagdo de ambas as divisdes do sistema nervoso auténomo (SMITH &
PORTE, 1976). Uma grande variedade de modelos experimentais, dentre eles
estimulagdo elétrica central e periférica, administragdo de drogas, lesGes centrais
ou sec¢do das vias nervosas pancredticas apontam o hipotalamo como o centro de
regulagio homeostatica dos niveis de glicose sanguinea (BENZO, 1982,
HELMAN et al., 1982). A nivel central, o hipotadlamo ventro medial se comporta
como centro simpatico, exercendo tOnus inibitorio sobre a atividade da célula B
via fibras adrenérgicas dos nervos esplancnicos, enquanto que a area hipotaldmica

lateral estimula a secre¢do de insulina através de fibras colinérgicas do nervo

vago, particularmente quando a secre¢do ocorre em antecipagio as refeigdes.
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Os terminais parassimpaticos entram no pancreas junto com as artérias,
terminando nos ginglios intrapancreaticos, originando as fibras pOs ganglionares
que alcangam as ilhotas (BERTHOLD et al., 1990). Dentro das ilhotas, estruturas
semelhantes a sinapses demonstram a existéncia de uma estreita relacdo neural
com as células da ilhota, tendo como neurotransmissor a acetilcolina (ACh)
(ORCI et al., 1973). Em diferentes espécies de mamiferos, a estimulagdo elétrica
do nervo vago produz aumento na concentragio plasmatica de insulina (MILLER,
1981), a administragdo de atropina - um bloqueador parassimpatico - inibe
completamente a secrecdo de insulina em algumas espécies e parcialmente em
outras (AHREN et al , 1990), sugerindo que a resposta insulinica vagal pode ter
um componente ndo colinérgico. Entretanto, a estimulagio da secrecdo de
insulina apOs a ativagdo vagal é evidente em todas as espécies. ACh e carbacol
estimulam a secre¢@o de insulina "in vivo" e "in vitro", por um mecanismo que €
inibido por antagonistas colinérgicos (MILLER, 1981; BERTHOUD &
JEANRENAUD, 1982; OTSUKI et al., 1985). Esta observagio sugere que o0s
nervos colinérgicos regulam a secre¢@o de insulina pelo mecanismo "classico” de
estimulagdo das fibras pods ganglidnicas, ativando receptores muscarinicos

localizados na membrana da célula alvo.

1.2. ESTIMUL'ACAO MUSCARINICA NA CELULA B
PANCREATICA
As ilhotas de Langerhans estdo equipadas com receptores colinérgicos
muscarinicos (mAChRs) que apresentam caracteristicas de ligagdo a antagonistas e
populagdo de receptores semelhantes aquelas encontradas em tecidos
extrapancreaticos (MALAISSE et al, 1985). Estudos funcionais e com
radioligantes demonstraram que a estimulagdo colinérgica potencializa a secregido

de insulina através da ativagdo dos mAChRs, presentes na membrana da célula B.

HENQUIN e NENQUIN (1988), utilizando antagonistas inespecifico (atropina) e
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especificos para os subtipos M1 e M2 (pirenzepina e AFDX 116,
respectivamente), observaram que a atropina é aproximadamente 300 vezes mais
potente que a pirenzepina na inibigdo da resposta secretoria induzida pela ACh,
concluindo assim que a célula B ndo possui sitio de ligagdo pérja o subtipo M1.
Posteriormente, utilizando o radioligante [*H]N-metilscopolamina (antagonista
nao seletivo), VERSPOHL e cols (1990) registraram maior afinidade para
antagonistas ndo seletivos (atropina e SiHC) do que para ligantes especificos dos
subtipos M1 (pirenzepina) e M2 (metoctramina). Entretanto, a analise das curvas
de competicdo entre diferentes ligantes indica que existem mais de um sitio de
ligagdo muscarinico. Baseados na poténcia de inibi¢do dos diferentes antagonistas,
estes autores sugerem que, dentre os 4 subtipos de mAChRs descritos, somente o

subtipo M3 esta presente na membrana da célula B.

Qualquer que seja o subtipo de mAChR presente, a estimulagdo
muscarinica exerce acdo moduladora sobre a secre¢do de insulina iniciada pelo
estimulo metabolico. O entendimento dos eventos moleculares que mediam a
resposta muscarinica requer um conhecimento profundo dos processos celulares

envolvidos na estimulagdo da secre¢do pela glicose.

Embora o mecanismo sensor da glicose ndo esteja completamente
elucidado, sabe-se que o desencadeamento da secre¢cio é resultante do
encadeamento de eventos metabolicos e bioelétricos. As modificagbes na
permeabilidade da membrana ao K™ sdo consideradas etapas primordiais no
processo insulino-secretorio. Em outras palavras, a entrada da glicose na célula B,
através do transportador de membrana GLUT2 (BELL et al., 1993), aumenta a
pressdo de substrato para a cadeia respiratoria, elevando a geragdo de ATP ¢ a
relagdo ATP/ADP. Estudos eletrofisiologicos e com radiois6topos mostraram que
o metabolismo da glicose provoca diminug¢do na permeabilidade da membrana ao

K* (ATWATER et al., 1982; BOSCHERO et al., 1977), devido ao bloqueio de
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canais de K* sensiveis ao ATP (IxcaTp))> induzindo a despolarizagdo da membrana
plasmatica (COOK & HALES, 1984; PETERSEN & FINDLAY, 1987
ASHCROFT & RORSMAN, 1989). A despolarizagdo promove a abertura de
canais de Ca?* dependentes da voltagem (VDCCs) (DEAN & MATHEWS, 1968;
1970; ATWATER & BEIGELMAN, 1976, SMITH et al., 1989a), que permite o
influxo macigo do ion para o interior da célula. Este influxo eleva a concentragio
de Ca?* no citosol ([Ca?*])), viabilizando assim a participagio do cition em
reagOes intracelulares, inclusive naquelas envolvidas no processo de exocitose dos

granulos secretorios (WOLLHEIM & SHARP, 1981).

Em resumo, a secre¢do de insulina é estritamente dependente de 2
processos distintos - mas intimamente relacionados - e que sdo, em ultima anélise,
causa e efeito da despolarizagio celular: (1) o metabolismo da glicose; e (2) o
aumento na [Caz*]i. Este modelo explica, embora parcialmente, a estimulagio da

secre¢do de insulina induzida por nutrientes.

Alguns aspectos controversos, relativos a dependéncia de glicose na
despolarizagdo celular, permanecem ainda sob intensa investigagio. O ponto
central da questdo é que a alta sensibilidade dos K,pp € inconsistente com a
elevada concentragio citosdlica de ATP na célula B (RIBALET & CIANI, 1987).
Além disso, a glicose é capaz de promover secre¢do independentemente da
despolarizag@o pelo bloqueio dos K tp (GEMBAL et al,, 1992). Para explicar
estas discrepéncias, foi proposto que o metabolismo da glicose gera outros sinais
intracelulares, quer a nivel citosodlico (PRENTKI et al., 1992; CHEN et al., 1994,
DUKES et al., 1994), quer a nivel mitocondrial (GEMBAL et al., 1994, KELLEY
et al., 1994).

A estimulagdo muscarinica, por sua vez, promove um aumento substancial
na [Ca?*],. Esta resposta foi observada em estudos com 4°Ca (NENQUIN et al

1984; MATHIAS et al, 1985a), e por medigdes diretas no Ca?* livre com
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indicadores fluorescentes (GRAPENGIESSER et al., 1989; WANG et al,, 1992).
Nas células 3, a exemplo de outras (BERRIDGE & IRVINE, 1984), a ocupagio
do receptor muscarinico pode induzir a formagio de IP;, que age como
mensageiro intracelular na mobilizagdo de Ca?* de estoques ndo mitocondriais. A
estimulagdo muscarinica poderia satisfazer, neste ponto, o requerimento de Ca?*
para o desencadeamento da secre¢do de insulina. Entretanto, o efeito
insulinotrépico da estimulagio muscarinica depende da presenca de Ca’* (e

também de glicose) extracelular (WOLLHEIM et al., 1980; GARCIA et al , 1988).

Varios estudos demonstram que a ACh, na presenca de concentragdes
subliminares de glicose, despolariza a membrana da célula B e inicia a atividade
elétrica e a secregdo de insulina. Em concentra¢des estimulatérias do agucar, a
ACh prolonga a duragdo dos surtos de potenciais de agdo (bursts) e reduz os
intervalos silentes - ou seja, aumenta a fragdo do tempo de atividade elétrica
(GAGERMAN et al., 1978; COOK et al., 1981; HENQUIN et al., 1988; SANTOS
& ROJAS, 1989). Dependendo da concentragdo do agonista, usualmente se
observa uma rapida e sustentada despolarizacgdo, a qual se mantém a nivel do
platd, com disparos sucessivos de potenciais de agio (GAGERMAN et al., 1978;
COOK et al., 1981). Este efeito da ACh sobre a atividade elétrica sé foi
observado apos a despolarizagdo prévia ndo s pela glicose, como também por
uma variedade de agentes estimulatorios (HERMANS et al , 1986; 1987, GILON
et al., 1994), indicando assim que a ACh néo ¢ capaz de despolarizar a membrana

a um nivel suficiente para produzir atividade elétrica.

Assim, € consenso geral que a estimulagdo muscarinica é potencializadora e
ndo iniciadora da secregdo de insulina, e que a agdo despolarizante da ACh ¢

insuficiente para ativar canais de Ca?* a partir do potencial de repouso.

Devido a importancia da agdo potencializadora da estimulagdo muscarinica

sobre a secregdo de insulina, alguns grupos tém dirigido a atengdo para os
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mecanismos 10nicos envolvidos na agdo despolarizante da ACh. HENQUIN e cols
(1988) verificaram que, na ilhota de camundongo, a auséncia de Na* extracelular
impede a despolarizagdo da membrana da célula B, bem como a captagdo do *°Ca
induzida por ACh. Na presenga de Na™ extracelular, a ACh promove a entrada do
ion na célula, efeito este observado pela analise da captagdo de 22Na (HENQUIN
et al., 1988) e por espectrofluorimetria utilizando corante intracelular de Na*
(GILON & HENQUIN, 1993). Por sua vez, SANCHEZ-ANDRES e cols. (1988),
estudando a relevancia do Ca?* no desenvolvimento da resposta secretoria frente a
estimulagdo muscarinica, sugeriram que esta é capaz de induzir a entrada de CaZ*
na fase estimulatoria inicial, cuja importincia é fundamental para a ativagdo do
mecanismo de secre¢do. Finalmente, SANTOS e ROJAS (1989) verificaram que o
efeito excitatdorio da ACh estd relacionado ao aumento na resisténcia da
membrana, que poderia refletir uma redug¢@o na permeabilidade catidnica da célula.
Assim, 3 mecanismos i6nicos foram propostos para explicar a despolarizagio
induzida pela estimulagdo muscarinica: (1) aumento na permeabilidade ao Na*
(HENQUIN et al., 1988); aumento na permeabilidade ao Ca?* (SANCHEZ-
ANDRES et al., 1988); e , (3) redugdo na permeabilidade ao K* (SANTOS &
ROJAS, 1989).

Contudo, os estudos farmacoldgicos e eletrofisiologicos da estimulagio
muscarinica na célula B ndo sdo completamente conclusivos, ja que até o momento
ndo foi caracterizado, sob o ponto de vista molecular, o tipo de receptor
muscarinico presente, ¢ tampouco a condutincia envolvida nas alteragdes da

atividade elétrica.

1.3. FARMACOLOGIA DOS RECEPTORES MUSCARINICOS

Em 1914, Sir Henry DALE descreveu a base para a defini¢do classica dos

receptores de ACh muscarinicos e nicotinicos: receptores muscarinicos sdo
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seletivamente ativados por muscarina e bloqueados por atropina, enquanto que
receptores nicotinicos sdo ativados por nicotina e bloqueados por curare. Hoje,
sabe-se que a classificagdo dos receptores colinérgicos ndo € tdo simples. Existem
multiplas variantes dos receptores muscarinicos e nicotinicos pertencentes a
superfamilias distintas de genes, e a Gnica propriedade que compartilham ¢é a

ativagdo pelo mesmo ligante, o neurotransmissor ACh.

Um grande numero de agdes da acetilcolina é mediada por receptores
sensiveis ao alcaléide muscarina. Estudos em diferentes tecidos revelaram que
estes receptores estdo envolvidos na regulagio de uma série de respostas

.....

ligadas ao nucleotideo guanina ( proteinas G) (GILMAN, 1987).

Os subtipos de receptores muscarinicos foram inicialmente identificados
pelas propriedades de ligagdo ao antagonista pirenzepina. Baseando-se na
afinidade por este antagonista, HAMMER e cols. (1980) classificaram em
receptores de alta afinidade (M1) e baixa afinidade (M2). O subtipo M2 foi
posteriormente subdividido em M2 cardiaco (M2a) e M2 glandular (M2 ou M3),
respectivamente de acordo com as caracteristicas de ligagdo aos antagonistas AF-
DX116 (DOODS et al, 1986, GIACHETTI et al, 1986) e p-F-HHSID
(LAMBRECHT et al, 1988). Atualmente, sio reconhecidos 4 subtipos
farmacologicamente distintos de mAChRs (vide Tabela I). Entretanto, algumas
caracteristicas intrinsecas destes receptores complicam a interpretagdo direta dos
estudos farmacologicos e funcionais. Primeiro, as diferengas de afinidade dos
varios subtipos para um antagonista seletivo é muito pequena, quando comparada
a outros tipos de receptores de membrana (WATSON & GIRDLESTONE, 1993).
Além disto, n@o sdo conhecidos agonistas muscarinicos que atuem com alto grau
de seletividade sobre um subtipo particular de mAChR. Segundo, a seletividade de

um antagonista parece ser diferente para os varios tecidos estudados
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(MITCHELSON, 1988), os quais geralmente possuem mais de um subtipo de
mAChR (MAEDA et al., 1988). Terceiro, a ligagdo de um antagonista competitivo
ao mAChR pode ser modificada por moduladores alostéricos, que possuem
poténcias de inibi¢do distintas para cada subtipo (LEE &EL-FAKAHANY, 1991).
Por ultimo, estudos funcionais indicam que a ocupac¢do do receptor por agonistas
¢ dependente da formagdo do complexo: agonista - mAChR - proteina G - GTP,
que determina o grau de afinidade do agonista pelo receptor (HULME et al.,

1990).

Tabela 1. Classificagdo dos mAChRs (WATSON & GIRDLESTONE, 1994)

Agonistas

seletivos

Antagonistas pirenzepina metoctramina HHSiD tropicamida
seletivos telenzepina AFDX116 p-F-HHSiD

Efetores IP3/DG cAMP () IP3/DG cAMP (1)
Predominantes canal de K*

Gene ml m2 m3 m4

Considerando estes aspectos, a caracterizagdo farmacologica e funcional

dos mAChRs tem se mostrado bastante confusa. A defini¢do dos subtipos desta

familia de receptores baseada somente no sistema de sinaliza¢do intracelular

também é problematica, j& que um unico subtipo pode acoplar-se a diferentes

proteinas G (SCHIMERLIK, 1990). A elucidagdo das estruturas moleculares dos

mAChRs, através de técnicas de DNA recombinante, tornou mais facil o

entendimento da heterogeneidade farmacologica e funcional dos receptores

muscarinicos.




10 1. Introducdo

1.4. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DOS mAChRs

Até o momento, foram clonados 5 sub-espécies diferentes de mAChRs
(HULME et al., 1990, WESS, J., 1993). As formas farmacologicamente distintas
desta familia de receptores foram classificadas nos subtipos M1, M2, M3 ¢ M4,

baseadas nas diferengas de afinidade por antagonistas (BONNER, 1989).

As estruturas primarias das sub-espécies de mAChRs, designadas como ml,
m2, m3, m4 e m5 foram elucidadas pela clonagem e analise das sequéncias de
DNA gendomico ¢ de cDNA. As sub-espécies m1, m2, m3 e m4 correspondem
respectivamente aos receptores definidos como M1, M2, M3 e M4, expressos no
cérebro e tecidos periféricos (HULME et al., 1990). A sub-espécie m5 ndo foi até
o momento reconhecida como subtipo farmacoldgico, embora tenha sido
identificada e caracterizada pela clonagem de biblioteca de ¢cDNA de tecido

cerebral (BONNER et al., 1988).

Sdo duas as respostas celulares mais importantes relacionadas a
estimulagdo muscarinica: a hidrolise de fosfatidil inositol (PI) e a inibi¢do da
adenilato ciclase. Estudos com linhagens celulares transfectadas com genes
codificadores dos mAChRs revelaram que os AChRs estdo acoplados a proteinas
G sensiveis ou insensiveis a toxina pertussis (PTX). As proteinas G sensiveis a
PTX podem acoplar indiscriminadamente com qualquer um dos subtipos
muscarinicos, € s@o pouco eficientes na etimulagio da hidrolise de PI. Ao
contrario, proteinas G insensiveis a PTX acoplam somente as espécies m1, m3 e
m5. Assim, sob o ponto de vista funcional, é razoavel dividir os receptores
muscarinicos em 2 grupos. As espécies ml, m3 e m5 sdo agrupadas pelo
acoplamento preferencial a proteinas G insensiveis a PTX, mediadoras do
metabolismo de fosfolipides pela estimulagdo da fosfolipase C. As espécies m2 e

m4 pertencem ao grupo de receptores que possuem relativa seletividade a
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proteinas G sensiveis a PTX, inibitorias da adenilato ciclase (ASHKENASI et al.,

1989).

O receptor muscarinico, assim como a grande maioria das proteinas de
membrana, apresenta dificuldades experimentais para a determinagio direta da sua
estrutura tridimensional. Modelos computacionais, baseados na analogia de
proteinas com arranjo espacial j4 conhecido, permitiram a predigdo das estruturas
secundaria e terciaria da proteina, a partir de sua sequéncia de aminoacidos
(HULME et al., 1991; BRANN et al. 1993). Este tipo de analise indicou que os
receptores de membrana ligados a proteinas G - dentre eles os AChRs - poderiam
eventualmente adotar uma topologia na membrana composta por 7 segmentos
transmembrana em o hélice, ligados por 3 algas citoplasmaticas (i1, i2 ¢ i3) e 3
alcas extracelulares, com sequéncia N-terminal extracelular e cauda C-terminal

intracelular (i4) (HENDERSON & UNWIN, 1975; HENDERSON et al., 1990).

Dentre os 4 dominios intracelulares propostos (il a i4), as algas il e i2 sdo
moderadamente bem conservadas, enquanto que a alga i3 é estruturalmente Gnica
para cada subtipo de receptor. A regido i4 (C-terminal) é bastante similar entre os
subtipos m2 ¢ m4 ou ml e m3. A analise das sequéncias dos 5 subtipos de
mAChRs, particularmente as 2a. e 3a. algas intracelulares, permitiu correlacionar
diferengas nas sequéncias primarias com a especificidade a proteinas G (HULME
et al., 1990). E interessante notar que os 18 primeiros aminoacidos da al¢a i3 dos
receptores m2 e m4 compartilham alto grau de homologia, enquanto que esta
mesma regido nos subtipos m1, m3 e m5 é praticamente idéntica nas 3 proteinas
(HULME et al,, 1990). Com base nestas observagdes, foi proposto que, nos
receptores ml, m2 e m3, a identidade desta regido é necessaria para a interagdo
especifica com a proteina G insensivel a PTX, enquanto que qualquer grau de
homologia menor que a idéntica determinard a intera¢do com o sistema da

adenilato ciclase. A contrugdo de receptores quiméricos indicou que a alga i3 ¢é
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suficiente para determinar a seletividade ao sistema de transdu¢do intracelular,

mas ndo as propriedades de ligagdo aos antagonistas (KUBO et al., 1988).

Com relagdo a este aspecto, acredita-se que drogas que interagem com os
mAChRs t€m seu sitio de ligacdo localizado em regides hidrofobicas
transmembrana. Baseando-se no fato de que estas drogas tém carga positiva, é
provavel que uma parte importante da energia de interagdo do ligante ao receptor
seja porveniente do pareamento idnico com um residuo anidnico. De fato, os
mAChRs contém vérios residuos conservados de acido aspartico nos 2° e 3°
dominios transmembrana, que sdo, portanto, participantes potenciais na ligagdo de
grupos catidnicos dos agonistas e antagonistas muscarinicos (HULME et al.,
1991; WESS, 1993). Além disto, muta¢des de ponto realizadas em outros residuos
dos segmentos transmembrana (p.e., substitui¢io dos aminoacidos tirosina e
treonina) resultaram em efeitos diferenciados sobre o acoplamento de ligantes,
indicando assim que diferentes sub-sitios estio envolvidos na ligagdo de agonistas

ou antagonistas (WESS et al., 1991).

Os subtipos de mAChRs ndo diferem somente em suas estruturas
moleculares, mas também nos processos aos quais se acoplam para o
desencadeamento da resposta celular. A excitabilidade celular é um dos eventos
que pode ser modulado pela ativagdo dos mAChRs, por agdo direta de proteinas
G sobre canais i6nicos, ou indireta, através da modulagio de enzimas envolvidas
na sintese de 2° mensageiros. Exemplos de modulagdo incluem a ativagio de
condutincias de K" retificadoras, diretamente via proteinas G (KRAPIVINSKY
et al.,, 1995) ou indiretamente, pela redugio do cAMP celular (RUDY, 1988;
INOUE & YOSHII, 1992). Teoricamente, os subtipos m1, m3 e m5 poderiam
inibir estas correntes de K*, por um mecanismo indireto envolvendo aumento do
Ca?* livre intracelular, ativagdo da proteina quinase C (PKC) e consequente

fosforilagdo destes canais (JONES, 1993).



I. Introdugdo 13

Outro efeito dos mAChRs mediado por 2° mensageiro é a ativagio de
condutdncias ao K* dependentes de Ca®*, como os Ipg(c,). Estas condutancias
sdo ativadas indiretamente pela estimulagio da fosfolipase C (PLC), que hidrolisa
fosfolipides de membrana formando trifosfato de inositol (IP;) e diacilglicerol
(DG). IP; promove liberagdo de Ca?* de estoques intracelulares, enquanto que
DG transloca e ativa proteinas quinase presentes no citosol. Os subtipos m1, m3 e
m5 sdo candidatos Obvios para esta resposta, devido s suas caracteristicas de
estimuladores do metabolismo de fosfolipides de membrana (INOUE & YOSHII,
1992).

Outras correntes i6nicas reguladas pelos receptores muscarinicos sio ainda
objeto de investigagdo. Evidéncias experimentais indicam que o subtipo m2 pode
inibir conduténcias ao Ca’’ sensiveis a voltagem, e ativar a corrente de K*
retificadora andémala (Ixy) (INOUE & YOSHII, 1992; JONES, 1993) presentes na
membrana das células cardiacas. Os receptores ml e m3 foram descritos como
que o subtipo m4 parece mediar a atividade de uma corrente catidnica nio

seletiva, por um mecanismo ainda n@o elucidado (JONES, 1993).

I.5. CANAIS DE POTASSIO NA CELULA B PANCREATICA

Durante os ultimos 20 anos, os estudos eletrofisiologicos convencionais
utilizando eletrodos intracelulares forneceram fundamentagio experimental solida
para as teorias de fluxo de corrente através da membrana, durante o repouso e a
atividade celular. Na célula B pancreatica, tanto o potencial de membrana como a
atividade elétrica sdo determinados pela distribuigdo do ion K* entre os meios
intra e extracelular (MEISSNER et al., 1978, ATWATER et al, 1978). Na
auséncia de glicose, a célula P é eletricamente inativa, e o potencial de repouso é

determinado principalmente pela condutancia ao K+ sensivel ao ATP (RORSMAN
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& TRUBE, 1985; ASHCROFT & RORSMAN, 1989). Outras condutincias,
entretanto, participam na regulagio das varias fases da atividade elétrica:
despolarizag@o, geragdo dos potenciais de acdo, repolarizagdo e duragdo dos
bursts e da fase silente. A técnica de registro eletrofisioldgico com eletrodo
intracelular € bastante eficiente para a defini¢do das correntes idnicas
macroscopicas mas, por suas caracteristicas intrinsecas, é incapaz de fornecer
informagdes diretas sobre as permeabilidades envolvidas nos eventos a nivel
microscopico. Com o advento da técnica do patch clamp, os estudos da atividade
de canais i0nicos isolados permitiram a identificagdo e caracterizagio de

diferentes tipos de condutincias na membrana da célula B.

Delayed rectifier Kt channel (Ixv): Foram descritas correntes
retificadoras de saida, seletivas ao K*, em células B de diferentes espécies
de mamiferos e linhagens de células secretoras de insulina (ASCHCROFT
& RORSMAN, 1989). Ixy se ativa com certo atraso apos a despolarizagio
da membrana. A inativagio pode ser lenta ou ocorrer somente apos a
repolarizagdo da membrana. TEA, quinina e forskolin bloqueiam a
atividade dos Igy. Acredita-se que a ativacdo destes canais ¢ responsavel -
a0 menos em parte - pela repolarizagio dos potenciais de a¢do (RUDY,

1988).

A channel (transient outward current) (1,): A corrente I, ¢
ativada pela despolarizagio da membrana consecutiva a um periodo de
hiperpolarizagdo. Difere dos Ix+y, quanto a cinética de ativagdo e inativacio,
no entanto, estes dois tipos sdo funcional e estruturalmente relacionados,
podendo coexistir numa mesma célula (RUDY, 1988). SMITH e cols.
(1989b) descreveram pela primeira vez estes canais na célula B, sugerindo

uma possivel contribuigdo do bloqueio destes canais no componente lento
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da despolarizagdo que se segue a repolarizagdo ao final de cada burst,

assim como no potencial limiar para a atividade de bursts.

ATP-sensitive K* channel (Kprp ou Ig,agp): O aumento na
concentragdo intracelular de ATP inibe a abertura deste canal, dependendo
da razdo entre [ATP], : [ADP],. Pode ser regulado por Mg?*, nucleotideos
de piridina e pelo pH intracelular. Os bloqueadores seletivos mais
conhecidos sdo as sulfoniluréias tolbutamida e glibenclamida; outros, ndo
seletivos, incluem quinina, TEA e anestésicos locais. O ativador mais
efetivo do K,rp € a diazoxida. Estes canais constituem o elo entre o
metabolismo e a excitabilidade celular. Na célula B, os K,pp abertos
determinam o potencial de repouso; a elevagdo no nivel de ATP, resultante
do metabolismo da glicose, conduz a despolarizagdio da membrana,
comprovando assim a participagio destes canais também na atividade
elétrica celular (COOK & HALES, 1984; PETERSEN & FILDLAY, 1987;
ASCHCROFT & RORSMAN, 1989).

High conductance Ca**-activated K* channel (K¢, Ipgca) Ou
maxi-K): Na célula B, os K, tém propriedades semelhantes aqueles
descritos em outros tecidos, ou seja, se apresentam fechados em potenciais
de membrana negativos, e se abrem durante a despolarizagio. A
probabilidade de abertura dos maxi-K ¢ aumentada pela elevagio na
concentragdo citosdlica de Ca?* ([Ca®*], entre 0,1 e 10 uM) ou pela
despolarizagio da membrana celular, em condigdes de [Ca2+]i constante.
Devido a sua alta sensibilidade ao Ca*, postulou-se que o K., funciona
como um mecanismo de feedback negativo no acoplamento estimulo-
secre¢do, onde sua ativagdo tende a repolarizar a membrana, promovendo
assim o fechamento dos VDCCs (ATWATER, et al., 1983). Entretanto, foi

demonstrado recentemente- que o bloqueio seletivo desta permeabilidade
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ndo altera o padrio de atividade elétrica caracteristica da estimulag@o pela
glicose, colocando em duvida a participagdo dos K¢, na repolarizagido da

membrana ao final dos bursts (KUKULJAN et al., 1991).

1.6, MANUSEIO DO CALCIO

A secregdo de insulina pela célula B pancreatica é um processo
essencialmente regulado pelo ion Ca2*. Um grande numero de evidéncias,
predominantemente baseadas em medi¢des de fluxo de 45Ca e atividade elétrica,
apoiam a teoria da secrecdo dependente da atividade do Ca2* citosélico
(WOLLHEIM & SHARP, 1981). Observagdes iniciais mostraram que a atividade
secretoria requer a presenga de Ca?* externo; em presenga de glicose a célula B é
capaz de reter °Ca na ilhota pancreatica (CURRY et al., 1968, MALAISSE-
LAGAE & MALAISSE, 1971). Este efeito ¢ inibido pelos bloqueadores de canais
de Ca?* (HERMANS & HENQUIN, 1989). A captagio de 45Ca é aumentada nio
somente por secretagogos nutrientes, como também por outros estimuladores da

secrecdo - p.e., ACh (WOLLHEIM & SHARP, 1981).

A entrada de Ca?' no citosol depende de alteragdes na permeabilidade da
membrana celular. Em presenga de glicose a célula B produz bursts caracteristicos
de potenciais de agdo (spikes), apds a despolarizagio da membrana a -40 mV
(DEAN & MATHEWS, 1968, ATWATER et al., 1980). Estes spikes, observados
durante o platd de despolarizagio (denominado fase ativa), representam potenciais
de agdo de Ca?* decorrentes do influxo do ion através dos VDCCs (RORSMAN et
al,, 1988). O término dos potenciais de agdo ocorre apods a inativagdo destas
correntes de Ca?", mediada pelo potencial de membrana e, principalmente, pela

[CazJ‘]i (RIBALET & BEIGELMAN, 1890; PLANT, 1988).

O influxo de Ca?* parece ser a fonte principal do ion para o aumento da

atividade citosolica de Ca?*. Entretanto, a liberagdo de Ca?* por fragdes
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subcelulares - essencialmente o reticulo endoplasmatico - também tem papel
importante na atividade secretoria da célula B. A estimulagdo muscarinica mobiliza
Ca’" estocado através da ativagdo de receptores intracelulares sensiveis ao IP;
(WOLLHEIM & BIDEN, 1986), gerado na hidroélise de fosfolipides da membrana.
A saida de Ca?* do reticulo induzida por agentes colinérgicos ndo é, entretanto,
suficiente para estimular a exocitose dos granulos de insulina, visto que a secre¢io

é abolida na auséncia de Ca?* extracelular (WOLLHEIM & SHARP, 1980).

A glicose também é capaz de mobilizar Ca?* de estoques intracelulares,
porém de forma distinta daquela regulada pelo IP;. Um novo mecanismo,
recentemente proposto por ROE e cols (1994), prediz que a liberagdo intracelular
de Ca?* induzida por glicose é dependente da despolarizagio da membrana
plasmatica, mediada pelo influxo de Ca?* e Na*, e que provavelmente envolve o
sistema CICR (Ca?*-induced Ca®" release), bastante conhecido em outros tecidos

(PUTNEY, 1986, 1990) e também descrito na célula B (ISLAM et al., 1992).

A extrusdo do Ca?* do citosol é basicamente regulada pela atividade de 3
sistemas carreadores: (1) a enzima Ca?'-Mg?*-adenosina trifosfatase (Ca®*-
ATPase, ou SERCA), presente no reticulo endoplasmatico (WOLF et al., 1988;
ROE et al., 1994); (2) a Ca’?*-ATPase sensivel a calmodulina (PMCA), presente
na membrana citoplasmatica (PERSHADSINGH et al., 1980); e, (3) o
contratransporte Na*-CaZ* ( HERCHUELZ & LEBRUN, 1993), também presente
na membrana plasmatica. O balango entre os sistemas responsaveis pelo influxo e
efluxo de Ca?* do citosol determina a extensdo das alteragdes na [Ca‘”]i e, por

consequéncia, a atividade secretoria da célula B pancreatica.



II. OBJETIVOS




19

II. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Definir o(s) subtipo(s) de mAChRs presente(s) nas ilhotas pancreaticas
utilizando novos agentes farmacolégicos, bem como técnicas de Biologia

Molecular.

2. Estudar os mecanismos celulares - em particular os movimentos de Ca”*
e K™ - envolvidos na estimulagdo da atividade elétrica e secretoria de células B

pelo agonista muscarinico oxotremorina-M (0XO-M).
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III. MATERIAL E METODOS

III.A - MATERIAL

A.l1. - Animais.

Para o estudo eletrofisiologico foram utilizados camundongos com idade de
6 a 20 semanas, cepa SHD, provenientes do biotério do "National Institutes of
Health" (Bethesda, Maryland, USA). Nos experimentos de efluxo de radioisétopos
foram utilizados camundongos da cepa Swiss, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (Campinas, SP). Para as
analises do calcio citoplasmatico € de expressio dos mAChRs foram utilizados
ratos albinos com idade de 10 a 16 semanas, cepa Wistar, provenientes do biotério
do "National Institutes of Health". A secre¢do de insulina foi analisada utilizando-

se ilhotas de camundongos e ratos, provenientes de ambos biotérios.

Antes de sua utilizagdo, os animais foram mantidos em regime claro-escuro

(12:12 hs), com agua e ragdo fornecidas "ad libitum".

A.2, - Aparelhagem.

2.1. - Sistema de Perfusio para medidas de secrecio e fluxos idnicos.

O sistema de perfusdo consistiu de (1) um banho-maria, mantido a
temperatura constante por meio de um termostato; (2) uma bomba peristaltica de
4 canais, e; (3) 4 camaras de perfusdo. O banho-maria, mantido a 37°C, continha
os frascos com as solugdes e as c@maras de perfusio. As solugdes foram

continuamente borbulhadas com carbogénio (95% O, - 5% CO,), para manutengdo
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do pH em 7,4. A bomba peristaltica foi conectada as solu¢des e as cimaras de
perfusdo por meio de tubos Tygon, de dimensdes tais que permitiram manter a
taxa de fluxo em 1,2 ml/min e 1,8 ml/min, respectivamente para os experimentos
de secrecdo e de efluxo de radiois6topos. A base das cimaras foi forrada com
filtros de acetato de celulose (SCWP01300, 8 pm, Millipore, Franga), sobre os
quais as ilhotas foram depositadas. Valvulas de 2 vias permitiram alterar a
procedéncia das solugdes perfusoras, provenientes dos diferentes recipientes. O
espaco morto entre as valvulas e a extremidade das cdmaras foi devidamente

computado na apresentagdo dos resultados.

2.2. - Sistema de perfusio para o registro eletrofisiolégico.

A figura 1 ilustra o sistema de perfusdo utilizado nos registros
eletrofisiologicos. Os frascos contendo o perfusato foram mantidos em banho
maria a 39 °C e ligados a cAmara de perfusio por tubos de polietileno. A perfusdo
da solugdo foi feita por gravidade, equivalendo a uma taxa de efluxo de 1,5
ml/min. Uma valvula de trés vias, montada proxima a entrada da cimara de
perfusdo, permitiu a pré lavagem do sistema antes da troca de solugdes na camara,
reduzindo-se assim o espago morto a 175 pl. A valvula foi conectada a cimara de
perfusdo com um tubo de polietileno, inserido em um bloco de aluminio aquecido,
cuja temperatura foi controlada por amplificador de controle (Peltier), em contato
elétrico com o bloco de aluminio e um termistor. Este sistema de re-aquecimento

do liquido perfusor permitiu a manutengio da temperatura no interior da cimara

em 37+ 0,2 °C.

A cidmara de perfusdo, de 40 ul, foi confeccionada em um bloco compacto
de acrilico, e seu fundo revestido por um pequeno pedago de borracha macia. O
perfusato foi removido da cdmara por escoamento por capilaridade, através de um

tubo de vidro colado & parte lateral da cimara. A valvula de 3 vias, o bloco de
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aluminio para o aquecimento da solug@o perfusora, a cidmara de perfusio e um
micromanipulador tridimensional (para a movimenta¢io dos microeletrodos) foram
montados sobre uma mesa antivibratoria com suspensdo pneumatica. O sistema de
perfusdo, com exce¢do do banho maria, foi instalado no interior de uma gaiola de

Faraday.

Figura 1. Representagio esquemadtica do sistema de perfusdo utilizado
no registro da atividade elétrica de células B de camundongo.
. sistema de distribuicio de carbogénio

. banho-maria e frascos de solugfo perfusora

. valvula

. cAmara trocadora de calor

. cAmara de perfusio contendo uma ilhota microdissecada

. eletrodo de referéncia

. eletrodo intracelular

. amplificadores operacionais de alta impedincia de entrada
. unidade de amplificacdo

10.osciloscopio

11. registrador x-t

12. registrador magnético

OO0 N N U e W N e
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2.3. - Sistema para medida do Ca?" citoplasmatico.

As medidas de concentra¢do intracelular de Ca?* ([Ca?*])) de células B de
rato cultivadas foram feitas utilizando-se um microscopio invertido de
fluorescéncia (Diaphot-TMD, Nikon Corp. Japdo), equipado com 2 espelhos
dicroicos. Um espelho foi utilizado para direcionar o feixe de luz de excitagdo
(355 £ 10 nm) sobre as células, e a fluorescéncia emitida pelo corante indo-1
contido nas células (> 400 nm) para o 2° espelho. Este foi utilizado para dividir a
fluorescéncia em 2 feixes de luz, centrados em 410 e 485 nm (£ 5 nm),
respectivamente. A intensidade de luz em cada comprimento de onda foi medida
continuamente utilizando-se 2 fotdmetros (Photometer P1, Nikon Corp, Japio).
Para a aquisi¢do dos dados, os fotometros foram ligados a um computador com 2
portas seriais (Compaq 386, 25 MHz); estes dados representavam a fluorescéncia
normalizada (F) emitida a 410 e 485 nm (0-100%). A raz8o F4joum/Fasspm € @
[Ca?*]; foi calculada a partir de uma curva de calibragdo, utilizando-se um
programa que fornecia o decurso temporal de Fyy9, Fagsym € da [Ca?’];. Para a
confeccdo da curva de calibragdio foram utilizadas solugdes com varias
concentragdes de Ca?', preparadas adicionando-se diferentes quantidades de
CaCl, na solugdo tampdo (em mM: Na-EGTA, 5, KCI, 140; e Na-Hepes; 10, pH
7,0). A concentragio final de Ca?" destas solugdes foi medida utilizando-se um
eletrodo de Ca?" (CAL-1, W-P Instruments Inc., New Haven, CO, EUA). Os
valores de F4q0nm € Fygsnm, Necessarios para calcular a razéo Fuy0,,/Fagsnm €m cada
concentragio definida de Ca?*, foram realizados na mesma cdmara utilizada nos
experimentos. Estas solu¢des continham 2,5% (v/v) de indo-1, diluido em etanol a

25%.
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A.3. - Solucdes.

3.1. - Solucio para isolamento das ilhotas.

Utilizou-se para o isolamento das ilhotas uma solugdo de Hanks com a
seguinte composi¢do (em mM): NaCl, 135; KCl, 5,48; CaCl,, 1,3; MgSO,, 0,8;
NaHCO;, 4,2; Na,HPO,, 0,3; MgSQOy,, 0,8, KH,PO,, 0,4. O pH da solugdo foi
ajustado em 7,4 com carbogénio (FHHANKS e WALLACE, 1949). No isolamento
de ilhotas destinadas ao cultivo, utilizou-se solugdo de Hanks assepticamente

preparada, acrescida de penicilina (100 U.L / ml) e estreptomicina (100 pg / ml).

3.2. - Solucio para incubacio e perfusio das ilhotas.

A solugio utilizada para incubagio e perfusio das ilhotas de Langerhans
consistiu basicamente de solu¢io de Krebs composta de (em mM): NaCl, 115;
KCl, 5,0; CaCl,, 2,6; MgCl,, 1,0, NaHCO;, 24,0 (KREBS ¢ HENSELEIT, 1932).
A fim de melhorar a captagio do #>Ca durante o periodo de incubagio, optou-se
por solugdo de Krebs modificada, sem a adigdo de Ca?*. Nos experimentos de
secre¢do de insulina, esta solugdo foi enriquecida com albumina bovina em
concentragdo de 0,5 % (m/v), sendo em seguida equilibrada e mantida em pH 7,4

através do gaseamento com carbogénio.

3.3. - Solugio para isolamento das células.

No processo enzimatico utilizado para a dissociacﬁo e isolamento das
células insulares foi empregado uma solugdo de Earle tamponada com Hepes-
NAOH - denominada solugdo Earle-Hepes (PIPELLERS et al., 1985), composta
de (em mM): NaCl, 115; KCl, 5,4; MgSO,, 0,8, NaHCO;, 14,3; Hepes, 10,0:

glicose, 2,8, e equilibrada em pH 7,4 com NaOH e oxigénio. Ligeiras
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modificagGes nesta solugdo - utilizadas em determinadas etapas do isolamento -

serdo indicadas na descrigdo do método (item 1.4).

3.4. - Solu¢des para cultura, incubacio e perfusio das células.

Ap6s o isolamento, as células foram cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementado com 0,5% de albumina bovina (v/v), 2,3 mM de glutamina e 11 mM
de glicose. Para a incorporagdo do corante fluorimétrico (utilizado para medir a
[Ca?'],), as células foram incubadas em meio contendo (em mM): NaCl, 125; KCl,
5; CaCl,, 2,6; MgCl,, 1, Na-Hepes, 10; NaHCOs3, 5, glicose 5,6. No momento da
sua utilizagdo, foi adicionado 2 pM do corante indo-1/AM. Para a perfusdo das

células foi utilizada a mesma solu¢io sem o corante.

A.4. - Reagentes.

Todos os sais, bem como a D-glicose e demais substincias adicionadas as
solugbes possuiam grau analitico de pureza (PA). Albumina bovina fragio V e
dispase forma obtidas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), e
colagenase da Boerhinger Mannhein (Alemanha). Penicilina, estreptomicina,
glutamina e o meio RPMI 1640 foram obtidos da Gibco-BRL (Gaithesburg, MD,
EUA). Os agonistas 0XO-M, ACh e McN-A-343 e os antagonistas pirenzepina, 4-
DAMP, p-F-HHSID e metoctramina foram procedentes da RBI (Bethesda, MD,
EUA). Indo-1/AM foi obtido da Molecular Probes (EUA) e ChTX da Latoxan
(Rosans, Franga). Empregou-se os radioisotopos *Ca (4°CaCl,), $Rb (36RbCl) e

1251 (12°I-insulina) provenientes da Amersham (Inglaterra).
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II1.B - METODOS

B.1 - Isolamento das ilhotas.

1.1 - Isolamento de ilhotas de camundongo por digestiao enzimatica.

Apos sacrificio por decapitagdo e posterior incisio abdominal, injetou-se
no pincreas aproximadamente 1 ml de solugdo de Hanks contendo 3 mg de
colagenase. Em seguida, o pancreas foi excisado, cortado com tesoura em pedagos

de aproximadamente 0,5 mm3

e transferido para um tubo de ensaio. O tubo
contendo o tecido foi mantido em banho-maria a 37°C, com seu conteudo agitado
continuamente pelo borbulhamento com mistura carbogénica por um periodo de
20 min. Apo6s este periodo, o tubo foi agitado manualmente por aproximadamente
1 min ou até a obtencdo de uma mistura de viscosidade homogénea. O contetdo
foi em seguida transferido para um bequer e diluido com solugio de Hanks
contendo 0,5% de albumina bovina. As ilhotas foram -lavadas varias vezes com
solucio de Hanks, parcialmente separadas por sedimentagGes sucessivas e
finalmente coletadas individualmente sob lupa, com auxilio de uma pipeta Pasteur

estirada e previamente siliconizada. Para cada experimento foram utilizados em

média 3 pancreas.

1.2 - Isolamento de ilhotas de rato por digestio enzimaitica.

Os animais foram sacrificados por decapitagdo e, apos incisdo abdominal, a
extremidade duodenal do ducto biliar comum foi ocluida, seguida da inser¢do de
um cateter através de uma pequena incisio na parte proximal (hepatica) do ducto.
Através de uma seringa conectada ao cateter, aproximadamente 8 ml de solugdo

de Hanks foram injetados no pancreas, até que este se encontrasse suficientemente
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intumescido, sendo entdo excisado e transferido para placa de Petri contendo
solugdo de Hanks. Nesta placa, o pancreas foi dissecado de gorduras, da maioria
do tecido vascular e dos ganglios linfaticos. A seguir, os pancreas foram cortados,
lavados com solugdo de Hanks e transferidos para um tubo de ensaio contendo 8
mg de colagenase/pancreas. Para a obtengdo das ilhotas, seguiu-se o mesmo
procedimento de digestdo a 37°C, utilizado para camundongos. Para cada

experimento foram usados, em média, 4 pancreas.

1.3 - Isolamento e cultura das células.

Para as medidas de [Ca®']; foram utilizadas células B isoladas. Para isto, ao
final do isolamento das ilhotas, foi realizada a digestdio enzimatica do tecido até a
obtencdo de células isoladas. Grupos de 800 a 1000 ilhotas foram lavados com
solugdo de Earle-Hepes, e em seguida mantidos em 0,8 ml desta solugio contendo
1 mM de EGTA, por um periodo de 30 min a temperatura ambiente. ApoOs este
periodo, as ilhotas foram resuspensas por aproximadamente 20 vezes, com auxilio
de uma pipeta semi-automatica de 1 ml (Gilson Medical Electronics, Franga). A
seguir, o tecido foi transferido para um tubo de ensaio contendo 1 ml da mesma
solugdo, acrescida de 18 mg de dispase. Nesta solugdo, as ilhotas foram
resuspensas durante 1,5 min. O grau de dissociagdo foi verificado pela observagdo
ao microscOpio de uma amostra da suspensdo. Caso as células nio se
encontrassem completamente separadas, o processo de resuspensio com dispase
era repetido por mais alguns segundos. Em seguida, as células foram lavadas por
centrifugagdo (500 x g) em solugdo Earle-Hepes, enriquecida com 4% de albumina
bovina. Findo o isolamento, as células foram lavadas com meio de cultura e
transferidas para laminulas de vidro, acondicionadas em placas de Petri de 25 mm
de didmetro. Cada placa continha aproximadamente 20 a 30 mil células. As placas

foram mantidas em cdmara de incubagio com ambiente controlado (37°C,
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umidificado € com 5% de CO,) por um periodo de 2 a 5 dias. Ocorrendo alteragéo
no pH do meio (verificado pela alteragdo na coloragio), este era removido por

aspiragdo e reposto por solugio nova.

1.4 - Microdisseccio de ilhotas de camundongo.

Os animais foram sacrificados por decapitagdo e, apdés a abertura da
cavidade abdominal, o piancreas e o bago foram excisados e fixados com alfinetes
em placa de Petri revestida com cera, contendo solu¢io de Krebs. Uma ilhota de
Langerhans, parcialmente rodeada por tecido exdécrino, foi removida sob lupa,
com auxilio de pinga e tesoura de iridectomia. O fragmento recém dissecado foi
imediatamente transferido para a cimara de perfusio e fixado ao fundo da mesma

pela sua porg¢do exdcrina, por meio de alfinetes entomologicos (fig. 1).

B.2 - Secrecio de insulina.

2.1. Secrecao estatica de insulina.

As ilhotas, uma vez isoladas, foram coletadas uma a uma, com o auxilio de
uma pipeta Pasteur estirada e transferidas para placas de cultura com 24
reservatorios contendo 1,0 ml de solugio de incubagio, suplementada com 0,5%
de albumina bovina (m/v). Em todos os experimentos, 5 ou 8 ilhotas foram
coletadas em cada reservatorio. A seguir, as placas foram acondicionadas em
banho-maria a 37°C, e mantidas em ambiente umidificado e gaseado com
carbogénio. O pH da solugéo foi ajustado em 7,4 através da inje¢do desse gas.
Inicialmente, as ilhotas foram pré-incubadas por 1h; a solugdo foi em seguida
rapidamente removida e reposta por 1 ml de nova solugdo de incubagio,

modificada para cada condi¢io experimental. As altera¢gdes na solugdo de
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incubacdo estdo especificadas nos Resultados. A seguir, as ilhotas foram mantidas

em incubag¢do por 30, 60 ou 90 min.

Terminada a incubacido, as placas foram resfriadas em banho de gelo, e o
sobrenadante removido, transferido para tubo de ensaio e estocado a -20°C, para
posterior dosagem da insulina por do radioimunoensaio. Em alguns experimentos,
a insulina contida nas ilhotas foi extraida mantendo-se as mesmas em solugdo de

acido-alcool (etanol 70% e HCI 0,2N) por um periodo de 18 a 24 hs.

2.2. Secrecao diniamica de insulina.

Para cada experimento, foram coletados 4 grupos de 30 ilhotas de ratos,
em frascos de 1,5 ml. Apos a coleta, as ilhotas foram transferidas para as cAmaras

de perfusido e conectadas ao sistema, quando teve inicio a perfusao.

Um periodo inicial de 30 min, denominado periodo de equilibrio, precedeu
a coleta do efluente das cdmaras. A seguir, iniciou-se a coleta, min a min, em
tubos de ensaio mantidos em banho de 4gua e gelo. As mudangas na composigio
das solugdes perfusoras estdo indicadas nos Resultados. Ao final da perfusdo, as
amostras coletadas foram congeladas e mantidas a -20°C, para posterior dosagem

de insulina.

2.3. Radioimunoensaio.

O conteudo de insulina de cada amostra foi medido por radioimunoensaio,
pelo método de separagdo com carvdo ativado (SCOTT et al., 1981). A curva
padrdo foi realizada utilizando-se insulina murina, em concentragio de 0,02 a 5,0

ng/ml.
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B.3 - Efluxo de radioisétopos.

3.1. Marcacio das ilhotas.

Apds o isolamento, as ilhotas de camundongos foram distribuidas em 2
grupos de 60 ilhotas cada, e transferidas para frascos de 1,5 ml. O sobrenadante
foi removido e substituido por 125 i de meio de incubagdo contendo 100 uCi/ml
de #RbC1 ou 200 pCi/ml de 4CaCl,. Nos experimentos de efluxo do 4°Ca omitiu-

se 0 CaCl, na solugéo de incubagdo, a fim de aumentar a incorporagdo do isétopo.

Os frascos contendo as ilhotas foram incubados na presenga de cada
radioisétopo durante 90 min em banho-maria a 37°C, e gaseados com carbogénio.
Ao fim deste periodo, as ilhotas foram lavadas 4 vezes com solugdo de incubagio
ndo-radioativa, transferidas para as respectivas cimaras e conectadas ao sistema

de perfusdo.

3.1. Perfusio.

Apds um periodo de equilibrio (30 min), iniciou-se a coleta do efluente, a
cada 20 segundos, em frascos de cintilagdo. O meio provindo de um primeiro
reservatorio perfundiu as ilhotas até o 35° min, e o de um segundo até o 45° min,
quando a perfusdo foi interrompida. Ao final da perfusdo, os filtros que continham
as ilhotas foram também transferidos para frascos de cintilagdo. Em cada frasco
adicionou-se 5 ml de H,0 ou de liquido de cintilagdo, respectivamente para a
leitura de 3°Rb e #°Ca; a radioatividade dos frascos foi avaliada em contador beta
de cintilagdo liquida (Beckman LS 6000TA). As altera¢Ses na composi¢do das

solu¢bes de perfusdo estdo indicadas no capitulo Resultados.

A taxa de efluxo, ®(%), correspondente a j-ésima leitura de

radioatividade, cpm,, foi calculada utilizando-se a equagio:
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cpm; —b
@, (%) =100% e

N >
CPM —bg + 2(cpmn -bg)
n=j
onde, bg é a radioatividade de fundo, N é o numero total de amostras colhidas e

CPM ¢ a radioatividade restante nas ilhotas ao final do experimento.

B.4 - Estudo eletrofisiolégico.

4.1. Confeccio dos microeletrodos.

Com o auxilio de um estirador vertical, foram construidas micropipetas de
vidro a partir de capilares (de 5 cm de comprimento, 2,0 mm de didmetro externo
e 0,7 mm de didmetro interno). Imediatamente apds o estiramento, as
micropipetas foram preenchidas com mistura (1:1) de citrato de potassio (3M) e
cloreto de potassio (1M). As micropipetas preparadas foram utilizadas

imediatamente ou armazenadas a 4°C por um periodo de até uma semana.

Para a realizagdo dos registros eletrofosioldgicos, uma micropipeta foi
fixada a um micromanipulador e um eletrodo de prata, recoberto por uma camada
de AgCl depositada eletroliticamente, foi introduzido no seu interior. Um eletrodo
de referéncia (Ag-AgCl) foi mergulhado na solugdo perfusora, préximo a ilhota.
Os dois eletrodos foram ligados as duas unidades de ganho de alta impedancia de
entrada (1014 Q), cuja saida foi ligada de modo convencional a um osciloscopio
(Tektronix, Oregon, USA), a um registrador de armazenamento magnético € a um
registrador potenciométrico de dois canais, para o acompanhamento grafico do
experimento. Antes de cada experimento, foi medida a resisténcia elétrica de cada
microeletrodo, sendo utilizados apenas aqueles que apresentavam resisténcia da

ordem de 150 a 250 MQ.
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4.2. Registro eletrofisiolégico.

O reconhecimento da célula B foi realizado pelo aparecimento (no
osciloscopio ou em registrador potenciométrico) da atividade elétrica
caracteristica em presenca de 11 mM de glicose, observada logo apos a
penetragdo da micropipeta em uma célula no interior da ilhota. Uma vez
reconhecida a célula, iniciava-se a experimentagdo, sempre precedida por um

periodo de estabilizagdo do potencial de membrana (geralmente de 5 a 10 min).

As medidas de resisténcia elétrica foram realizadas pela injegio de pulsos
de corrente de -0,1 nA e 0,9 segundos de duragio, através do microeletrodo
utilizado para o registro do pbtencial de membrana. Os valores de resisténcia
foram calculados a partir da variag8o do potencial de membrana (V) induzida
pelos pulsos hiperpolarizantes (I), de modo que R = V/I. Para medir o potencial
de membrana foi utilizado um registro expandido do experimento. Antes do
impalamento da célula B, com os dois eletrodos mergulhados na solugdo perfusora
da cdmara, foram aplicados pulsos de corrente. A eventual diferenga de potencial
registrada foi anulada por meio de um circuito eletrdnico (ponte de
balanceamento), acoplado ao amplificador. Assim, uma vez impalada a célula, a
deflexdio do potencial de membrana, devido & aplicagio dos pulsos, foi
diretamente proporcional & resisténcia de membrana & entrada de corrente (input
resistance). Ao final do experimento, com os eletrodos mergulhados novamente
na solugdo perfusora, o programa de pulsos de corrente foi repetido. Quando
ocorriam pequenas deflexdes de potencial, estes valores foram subtraidos ou

adicionados (conforme o sentido da deflexdo) aos valores registrados na célula.
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B.5 - Medidas do Ca?* citoplasmatico.

5.1. Incorporacio do corante nas células.

As células foram carregadas com o corante indo-1/AM & temperatura
ambiente por um periodo de 1 a 2 h, em solugio de incubag¢do contendo 2 uM de

indo-1/AM e 0,02% (v/v) de acido plurénico (JAIMOVICH & ROJAS, 1994).

5.2. Microfluorimetria

Apoés o periodo de incubagdo, a laminula de vidro que continha as células
foi removida da placa de Petri e lavada com solugio de incubagio. Em seguida,
esta foi rapidamente montada na cimara de perfusio, acoplada ao microscopio. As
células foram continuamente perfundidas por gravidade (fluxo de 0,2 ml/s) com
solugdo de mesma composi¢do, acrescida de diferentes substincias (indicadas nas
figs.). As células monitoradas foram reconhecidas visualmente como células B

pelo tamanho, e confirmadas pela resposta induzida pela glicose.

B.6 - Expressio dos mAChRs.

6.1. Extracio de RNA total.

O RNA total foi extraido de ilhotas de rato pelo método de extragdo com
acido guanidino isotiocianato e fenol/cloroféormio (CHOMCZYNSKI & SACCHI,
1986, RNA Isolation Kit, Stratagene, La Jolla, CA, USA). Para isto,
aproximadamente 1000 ilhotas foram lisadas com solugio contendo guanidina
tiocianato (4M), citrato de s6dio (20mM, pH 7) e sarcosil (0,5%), contendo B-
mercaptoetanol (0,1M) para inibigdo de endonucleases. A seguir, o RNA foi
separado das proteinas e demais componentes do homogenato por centrifugagio,

em solu¢do contendo acetato de sodio (2M, pH 4), fenol saturado e mistura de
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cloroférmio - alcool isoamilico (49:1, v/v). Para a precipitgio do RNA, a fase
aquosa foi transferida para outro tubo e acrescida de isopropanol a 4°C. O RNA
foi a seguir re-suspenso em H,O desionizada estéril, e estocado a -70°C. O RNA
extraido foi quantificado por densitometria Optica em comprimento de onda de

260 nm.

6.2. Sintese do cDNA.

A sintese do hibrido RNA/cIDNA foi realizada pela transcricio do mRNA,
catalisada com a enzima transcritase reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia
Virus, Perkin-Elmer, CA, EUA), e extensio a partif de oligdmeros de timidina
(oligo dT) utilizados como iniciador. Em cada reagdo de transcri¢io foram
utilizados aproximadamente 10 pg de RNA total para a sintese de cDNA. Para
isto, uma aliquota de RNA foi incubada a 42°C por 1 h, com volume final de 20
ul, contendo 1 mM de cada deoxinucleotideo (ANTPs: dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 50 mM de NaCl, 34 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 5 mM de MgCl,, 5 mM de
DTT, 2,5 uM de oligo d(T), 2 U de inibidor de RNases (RNasin) ¢ 2 U de MMLV
(GeneAmp RNA PCR kit, Perkin-Elmer, CA, EUA).

6.3. Amplificacio do cDNA por PCR.

O cDNA foi amplificado diretamente através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), segundo o método descrito por SAIKI e cols (1988), com
algumas modificagdes. A amplificagdo foi realizada utilizando-se um ciclador de
temperatura (DNA Thermal Cycler, Perkin-Elmer Cetus Instruments, CA, EUA),
em reagdes contendo 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 1,5 mM de
MgCl,, 0,01% de gelatina, 200 uM de cada dNTP, 10 uM de cada iniciador
(primer) e 2 U de Tag DNA polimerase. Ao volume final (100 pl) foram
adicionados 30 pl de 6leo mineral (Sigma Chemical Co., EUA). As condi¢des da



36 III. Material e Métodos

reagdo consistiram em desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min, seguida de 35 ciclos
que compreendiam desnaturacio a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1min e
extensdo a 72°C por 1 min. O Gltimo ciclo teve o periodo de extensdo prolongado

por 10 min. Os primers utilizados na amplifica¢do foram:

M1 sense 5'- GAGACACCAGGCAAAGGTGGT 827

M1 antisense | 3' - CCTCTTGACTGTATTTGGGGA 1106
M3 sense 5' - CCCAGTGCCGAGCAGATGGAC 1011
M3 antisense | 3' - GGTGATCTGACTTCTGGTCTT 1455

6.4. Detecciio do produto da amplificacio.

Os produtos da reagdo foram separados em gel de agarose (2%), corado

com de brometo de etidio para visualisagdo pela iluminagdo com luz UV.

B.7 - Analise dos Resultados.

7.1. Calculo do coeficiente de permeabilidade ao K* (Py).

O coeficiente de permeabilidade ao K (Py) foi calculado a partir dos
valores obtidos nos experimentos de efluxo de 3°Rb e nos registros
eletrofisiolégicos. Conhecendo-se a razdo entre os efluxos de %6Rb e K*
(CROGHAN et al,, 1986), os valores de ®(K) foram estimados pela relagdo:

®(K) = 0,8 O(Rb)

onde ®(K) e D(R?D) sdo o efluxo de K e de 3Rb, respectivamente.
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Para o calculo de ®(X) na condigdo controle e estado estacionario, foi
utilizada a média dos 5 ultimos valores de ®(Rb), respectivamente antes e apos a
mudanc¢a de solucdo de perfusio. Na condi¢do de estimulo por OXO-M foram
utilizados aqueles valores que corresponderam a resposta maxima de efluxo de

8Rb. Para o calculo de Py utilizou-se a equagdo (DAWSON et al., 1983):

__,maE
Pe = ®(K) (1——‘—55———-}

onde V' é o volume e 4 a area média de uma célula B, E é o potencial de membrana

registrado e o coeficiente a € definido por

a=zF/RT

onde z é a valéncia do ion, F a constante de Faraday, R a constante dos gases

ideais e 7 a temperatura absoluta.

7.2. Tratamento estatistico.

Os resultados foram expressos pelos valores médios e seus respectivos
erros padrao das médias (EPM). A analise estatistica foi realizada empregando-se
o teste  de Student para amostras ndo pareadas, considerando-se significativos os

valores de p menores que 0,05,
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IV. RESULTADOS

IV.1. ANALISE FARMACOLOGICA

Resposta secretoria de ilhotas de roedores a agonistas colinérgicos
muscarinicos.

Para a caracterizagido farmacologica do subtipo de receptor muscarinico
presente na célula B pancreatica, foi estudada a resposta secretOria, estatica e

dindmica, frente a diferentes agonistas e antagonistas muscarinicos.

Como primeira etapa deste trabalho foi analisada a viabilidade da
preparagdo experimental para o estudo da ativagdo dos receptores de membrana.
Para isto, ilhotas de Langerhans isoladas de rato foram incubadas durante 1 h em
meio contendo 5,6 mM de glicose, na auséncia ou presenga dos agonistas
muscarinicos acetilcolina (ACh) e oxotremorina-m (OX0-M). A figura 1 compara
os efeitos de ACh e OXO-M sobre a secreg¢io estatica de insulina. Na auséncia de
ACh (condigdo controle) a secre¢do de insulina foi de 0,54 £ 0,03 ng/ilhota por h
(n = 59), enquanto que na presenga de ACh (1 e 10 puM) foi de 0,95 + 0,06 (n =
34) e 1,23 £ 0,07 ng/ilhota por h (n = 31), respectivamente (p < 0,001). 0X0O-M,
por sua vez, também potencializou a resposta secretdria por ilhotas isoladas.
Nesta condigdo, os valores médios observados foram de 1,67 £ 0,08 ng/ilhota por
h (n = 45), significativamente maiores que aqueles observados na auséncia do

agonista (0,56 +£ 0,04, n=43; p < 0,001).
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Figura 1 - Efeitos de 1 ¢ 10 pM de ACh ou de 50 pM de OXO-M
sobre a secregdo de insulina por ilhotas de rato, na presencga de 5,6 mM
de glicose. Os valores médios (EPM) foram obtidos a partir de 31 a
59 experimentos individuais, ¢ expressos em nanogramas de insulina

secretada por h. Cada experimento corresponde a incubagio de 8
ilhotas.
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Uma vez demonstrada a eficacia da OXO-M em estimular a secre¢io de
insulina, foi realizada a curva dose-resposta a este agonista em ilhotas de
camundongo, para posterior comparag¢do com o estudo eletrofisiologico. A figura
2 representa a resposta secretoria percentual (relativa ao contedido de isulina)
frente a concentragdes crescentes de OXO-M, quando incubadas por 1 h na
presenga de 11,2 mM de glicose. Na auséncia de OXO-M, a secre¢io basal
acumulada correspondeu a 0.18 = 0,02% do conteiudo total de insulina de cada
ilhota (n = 8). Concentragdes nanomolares (10 ¢ 100 nM) de OXO-M nio
provocaram incrementos significativos quando comparados a secregdo basal. Estes
‘foram de 0,29 * 0,02% e 0,35 * 0,03% por h, respectivamente (p > 0,05, em
ambos os casos). Por sua vez, concentragdes micromolares do agonista
aumentaram a resposta secretoria. A secrec¢io de insulina estimulada por 1 uM de
0XO0-M foi de 0,76 + 0,05% por h (n = 8); em presenga de 10 e 50 uM, atingiu
valores de 0,90 £ 0,09 e 0,70 + 0,04% por h, respectivamente (p < 0,001 para 1,
10 e 50 pM). Desta forma, doses estimulatorias de OXO-M provocaram

incremento na secregdo 4 a 5 vezes maior em rela¢io ao basal.

O estudo da resposta secretOria de ilhotas de rato mostrou que, a exemplo
dos efeitos observados em ilhotas de camundongo, OXO-M agiu como
potencializador da secregdo de insulina. A figura 3 mostra o aumento na secregio
de insulina por ilhotas incubadas durante 90 min em meio contendo 5,6 mM de
glicose, em resposta a doses crescentes de OXO-M. Ilhotas controle apresentaram
secrecdo de 1,48 £ 0,15 ng/ilhota por 90 min (n = 19). A adi¢io de OXO-M ao
meio de incubagdo provocou aumento dose-dependente na secre¢do de insulina,
significativamente diferente do basal a partir de 0,5 uM (p < 0,001). Os valores
maximos de secre¢do, obtidos na presenga de 5 uM do agonista (3,92 + 0,34
ng/ilhota por 90 min; n=20), foram 2,7 vezes maiores que os valores basais (p<

0,001).



42

IV. Resultados

—  1.00 -
= 1
% . T
[ oned
8 u
S 0.75 T
©
x .
<
=
5 0.50 |
7]
=
UDJ 3 T
-

2 o025}
74 -~
i
& i
L
w

0.00 -

0 0.01 0.1 1 10 50
OXO-M (uM)

Figura 2 - Efcito de concentracdes crescentes de OXO-M sobre a
secrego estatica de insulina por ilhotas de camundongo incubadas em
meio contendo 11,2 mM de glicose. Os valores médios (+EPM) foram
obtidos a partir de 8 a 14 experimentos, e expressos como a fragio do
conteudo total de insulina de cada experimento, secretada em 1 h.
Cada experimento corresponde ao valor observado em incubacio de 5
ilhotas.
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SECRECAO DE INSULINA (ng filhota por 90 min)
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Figura 3 - Efeitos de concentrages crescentes de OXO-M sobre a
secrecio estatica de insulina por ilhotas de rato incubadas em meio
contendo 5,6 mM de glicose. Os valores médios (+EPM) foram obtidos
a partir de 19 ou 20 experimentos, expressos em nanogramas de
insulina secretada por ilhota em 90 min Cada experimento
corresponde ao valor observado em incubagio de 8 ilhotas.
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A fim de analisar a seletividade do receptor muscarinco envolvido na
resposta secretéria, experimentos de secrecdo estatica foram conduzidos na
presenga de McN-A-343, agonista preferencial do subtipo de receptores
muscarinicos M1. A curva dose-resposta ao McN-A-343 mostra que ilhotas niio
responderam a este agonista (fig 4). Na auséncia do agonista, a secre¢io basal
observada foi 1,17 + 0,22 ng/ilhota por 90 min (n = 10). Na presen¢a de McN-A-
343 (0,1 a 50 uM), estes valores ndo se alteraram significativamente. A maior
variagdo na secrecdo, provocada por 5 uM de McN-A-343 (1,66 + 0,25 ng/ilhota
por 90 min; n = 13), ndo foi diferente daquela observada na auséncia do agonista

(p >0,1).

SECREGAO DE INSULINA ( ng / ihota por 90 min)

0 0.1 0.5 1 5 10 50
McN-A-343 ( uM)

Figura 4 - Efeitos de concentragdes crescentes de McN-A-343 sobre a
secreqdo estatica de insulina por ilhotas de rato incubadas em meio
contendo 5,6 mM de glicose. Os valores médios (zEPM) foram obtidos
a partir de 10 ou 13 experimentos, expressos em nanogramas de
insulina secretada por ilhota em 90 min. Cada experimento
corresponde ao valor observado em incubagfio de 8 ilhotas.
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Considerando a auséncia de resposta secretdria na presenga do agonista
M1, o proximo passo foi verificar se o(s) sitio(s) de ligacdo dos agonistas McN-

A-343 e OXO-M se encontram no mesmo tipo de receptor.

A figura 5 representa a resposta secretoria de ilhotas estimuladas por
O0XO-M (50uM), na presenga de igual concentragdo de McN-A-343. Durante o
periodo basal - min 40° a 44°-, a secre¢do média de insulina foi 30,98 *+ 2,92
pg/ilhota por min (n = 4). A estimulagdo da liberagdo de insulina pela OX0O-M foi
bastante reduzida na presenga do agonista McN-A-343, quando comparada a
curva controle (linha tracejada, corrrespondente a fig 13). Nesta condi¢do, o valor
médio registrado entre os min 46° e 50° foi 35,00 + 4,20 pg/ilhota por min. Este
contendo o antagonista pirenzepina (fig 6). Nesta série de experimentos, as ilhotas

secretaram 20,78 * 4,18 pg/ilhota por min no periodo controle ¢ 21,98 + 3,50

pg/ilhota por min apds a adigio de OXO0-M no meio perfusor (n = 4).

Observa-se que, uma vez ocupado o receptor - quer por um agonista ou um
antagonista muscarinico-, a a¢fo estimulatéria da OXO-M foi praticamente

abolida.
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Figura § - Efeitos de 50 pM de OXO-M sobre a secregdo dinidmica de
insulina por ilhotas perfundidas em solugfo contendo 5,6 mM de
glicose € 50 pM de McN-A-343, presentes na solucdo durante todo o
periodo de perfusdo. A adi¢fio e remogo de OXO-M estdo indicadas
pelas setas. Os valores médios (= EPM) representam 4 experimentos
individuais com 20 ilhotas isoladas, e foram expressos em picogramas
de insulina secretada por ilhota em cada min.
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Figura 6 - Efeitos de 50 pM de OXO-M sobre a secregiio dinimica de
insulina por ilhotas perfundidas na presenga de 5,6 mM de glicose ¢ 1
uM de pirenzepina. O antagonista esteve presente na solugfio durante
todo periodo de perfusdo. Os valores médios (+ EPM) representam 4
experimentos com 20 ilhotas, e foram expressos em picogramas de
insulina secretada por ilhota em cada min.
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Numa série posterior de experimentos, foi estudada a seletividade e a
poténcia inibitoria de diferentes antagonistas muscarinicos, mediante estimulac¢io
por ACh e OXO-M. As figuras 7 e 9 representam os efeitos de concentragdes
crescentes de pirenzepina (antagonista preferencial M1, fig 7) e 4-DAMP
(antagonista preferencial M3; fig 9) sobre a resposta secretoria de ilhotas
incubadas por 1 h, em meio contendo concentragio fixa de ACh (figs 7-A e 9-A)
ou OXO-M (figs 7-B e 9-B). Observa-se que ambos os antagonistas bloquearam o
efeito estimulatorio de ACh e OXO-M. Entretanto, a seletividade e a poténcia da
pirenzepina ¢ do 4-DAMP foram bastante distintas. Quando estimuladas por ACh,
ilhotas apresentaram resposta maxima de 0,70 + 0,04 ng/ilhota por h (1 uM de
ACh, n =10, fig 7-A) e 1,33 £ 0,08 ng/ilhota por h (10 uM de ACh, n = 22, fig 7-
B). A presenga de pirenzepina no meio de incubagio teve efeito inibitdrio maximo
em 1 uM (0,26 + 0,03 ng/ilhota por h, n = 6), ao passo que em presenca de 4-
DAMP este efeito foi observado em concentragdo de 10 uM do antagonista (0,90

%+ 0,05 ng/ilhota por h, n = 12).

Por outro lado, frente a estimulagdo por 50 uM de OXO-M, a agio
bloqueadora destes antagonistas se mostrou oposta aquela observada para ACh.
Em concentragdo de 10 uM, pirenzepina reduziu a resposta secretdria de 2,44 +
0,11 ng/ilhota por h (n = 10) para 0,76 £ 0,07 ng/ilhota por h (n = 10), enquanto
que para o 4-DAMP foram necessarias apenas doses de 10 nM para provocar agio

semelhante (1,57 £ 0,10, ¢ 0,90 £+ 0,06 ng/ilhota por h, n = 10, respectivamente).

Para melhor visualizagdo dos efeitos destes antagonistas, estdo
representados nas figuras 8 e 10 os ajustes sigmoidais das curvas normalizadas,
calculadas a partir dos valores médios obtidos nas diferentes condigdes (descritas
nas figs 7 e 9, respectivamente). Pode-se notar claramente que a inibigdo pela
pirenzepina foi maior em ilhotas estimuladas por ACh do que por OXO-M

(aproximadamente na ordem de 10 vezes) (fig 8). Por sua vez, 4-DAMP ¢ inibidor
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mais potente (na ordem de 100 vezes) da resposta estimulada por OX0O-M do que

por ACh (fig 10).
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Figura 7 - Efeitos do antagonista muscarinico pirenzepina sobre a
estimulacdo da secregfio de insulina provocada por 1 uM de ACh (A)
ou 50 pM de OXO-M (B), por ilhotas de rato incubadas em meio
contendo 5,6 mM de glicose. Os valores médios (HEPM) foram obtidos
a partir de 6 a 10 experimentos, ¢ expressos em nanogramas de
insulina secretada por ilhota durante 1 h. Cada experimento
corresponde ao valor observado em incubacdo de 5 ilhotas.
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Figura 8 - Inibigdo da secrecfio de insulina pelo antagonista
pirenzepina. As ilhotas foram estimuladas por 50 UM de OXO-M ou 1
pM de ACh, na presenga de 5,6 mM de glicose. As curvas foram
obtidas pelo ajuste sigmoidal dos valores normalizados, representados
nas figs 7-A e 7-B.
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Figura 9 - Efeitos do antagonista muscarinico 4-DAMP sobre a
estimulagfo da secrecdo de insulina produzida por 10 uM de ACh (A)
ou 50 uM de OXO-M (B) por ilhotas de rato incubadas em meio
contendo 5,6 mM de glicose. Os valores médios (+EPM) foram obtidos
a partir de 10 a 22 experimentos, expressos em nanogramas de
insulina secretada por ilhota em 1 h. Cada experimento corresponde ao

valor observado em incubagio de 5 ilhotas.
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Figura 10 - Inibigdo da secregdio de insulina pelo antagonista
pirenzepina. As ilhotas foram estimuladas por 50 pM de OXO-M ou
10 pM de ACh, na presenga de 5,6 mM de glicose. As curvas foram
obtidas pelo ajuste sigmoidal dos valores normalizados, representados
nas figs 9-A e 9-B.
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Complementando o estudo farmacolégico dos receptores muscarinicos da
célula B, foram também utilizados os antagonistas p-F-HHSiD (com seletividade
M3 > M1 > M2) e metoctramina (preferencialmente M2). A secregido registrada
em 1 h de incubagdo com 50 uM de OXO0-M (1,24 + 0,07 ng/ilhota por h, n = 12)
foi reduzida a valores de 0,60 + 0,03 ng/ilhota por h (n = 12) com 0,1uM de p-F-
HHSiD (fig 11-A). Com relagio a metoctramina, a figura 11-B mostra que,
mesmo em concentracdo de 10 uM (i.e., doses 1000 vezes maiores do que 4-

DAMP), ndo ocorreu inibi¢do significativa da secreg¢io de insulina.

Nota-se que antagonistas com predomindncia para receptores do subtipo
M3 (4-DAMP e p-F-HHSiD) inibiram a secre¢io induzida por OXO-M, em
concentragdes menores que aquelas observadas para pirenzepina (M1). Na
presenca de 10 nM de 4-DAMP e 50 uM de OXO-M a secre¢ido de insulina ndo
foi diferente da secrecdo basal, obtida na auséncia de ambas as drogas. Foram
necessarias concentragdes 100 vezes maiores de pirenzepina para a obtengio do
mesmo efeito. Os ajustes das curvas de inibi¢do dos diferentes antagonistas estdo
representados na figura 12. Os valores numéricos das curvas de inibigdo estdo

resumidos na Tabela 1.
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Figura 11 - Efeitos dos antagonistas muscarinicos p-F-HHSIiD (A) e
metoctramina (B) sobre a secregfio de insulina estimulada por 50 uM
de OXO-M em ilhotas de rato incubadas em meio contendo 5,6 m de
glicose. Os valores médios (=SEM) foram obtidos a partir de 12
experimentos, expressos em nanogramas de insulina secretada por
ilhota por h. Cada experimento corresposnde ao valor observado em
incubagio de 5 ilhotas.
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Figura 12 - Inibicdo da secregfo de insulina pelos antagonistas
pirenzepina, 4-DAMP ¢ p-F-HHSID. As ilhotas foram estimuladas por
50 uM de OXO-M, na presenca de 5,6 mM de glicose. As curvas
foram obtidas pelo ajuste sigmoidal dos valores normalizados,
representados nas figs 7-B, 9-B e 11-A.
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"Tabela I - Inibicfo da secrecdo de insulina por diferentes antagonistas.
As ilhotas foram estimuladas por 50 uM de OXO-M, na presenca de
5,6 mM de glicose.

Pirenzepina 0,92 +0,09 2,44 £ 0,11 0,76+0,07 | 18,8+38 | 10
4-DAMP 0,75 £ 0,06 1,57+0,10 | 0,74+0,07 | 54+1,3 10
p-F-HHSID 0,46 £ 0,04 1,24 £0,07 | 0,60+£0,03 | 337+138 | 12
Metoctramina 0,60 + 0,04 240+0,14 | 1,99%+0,11 - 12

* secrecdo observada na auséneia de OXO-M e presenga dos
antagonistas

*}+ secregdo observada na presenca de 50 uM de OXO-M ¢ auséncia dos
antagonistas,

+ inibigio maxima produzida pelos antagonistas, na presenca de 50 uM
de OXO-M.

t concentragio de antagonista que determinou a inibicdo de 50% da
resposta maxima,

< numero de experimentos
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Dependéncia da glicose para a resposta estimulatéria da OXO-M
de ilhotas de roedores.

No intuito de verificar se a ag8o estimulatoria da OXO0-M é dependente da
presenga de glicose, considerada secretagogo natural da insulina, foram realizados
experimentos na presenca de diferentes concentra¢des do agucar. As figuras 12,
13 e 14 evidenciam os efeitos da OXO-M sobre a secre¢do de insulina por ilhotas

de rato, induzida pela glicose.

Na auséncia de glicose (fig 12), a secre¢do basal (min 35° a 44°) foi em
média 10,18 *x 1,02 pg/ilhota por min (n = 4). A adig¢fo de 16,7 mM de glicose ao
meio perfusor (min 45°) provocou o aumento bifasico da secre¢do, alcangando
valores médios de 64,28 t 3,54 pg/ilhota por min, ao final de 20 min de
estimulagdo (média calculada entre os minutos 61° a 64°, p < 0,001, em relagdo
ao basal). Na presenca de glicose, OXO-M induziu aumento adicional na secre¢do
de insulina. Durante os 20 minutos de estimulagdo (minutos 65° a 84°), a secregdo
média foi de 78,54 = 2,12 pg/ilhota por min. O total de insulina secretado durante

todo o periodo de estimulagdo alcangou 339 pg por ilhota (fig 13, painel inferior).

Apo6s a remogdo do agonista da solugdo perfusora, a resposta secretdria a
glicose retornou a valores semelhantes aos observados antes da adigdo de OXO-
M, ou seja, 66,81 + 2 87 pg/ilhota por min, medidos entre os min 92° ¢ 110° de

perfusdo (p > 0,5).
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Figura 12 - Efeito de 50 pM de OXO-M sobre a secrecio dinfmica de
insulina por ilhotas de rato, perfundidas inicialmente na auséncia e
posteriormente na presenga de 16,7 mM de glicose (a partir do min 45
©). Os valores médios (+EPM), expressos em picogramas por ilthota por
min, correspondem a 4 experimentos individuais realizados com
grupos de 20 ilhotas.
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A figura 13 ilustra os efeitos de 50 uM de OXO-M sobre a secregdo de
insulina por ilhotas perfundidas com 5,6 mM de glicose. Na auséncia de OXO0-M,
a secregdo basal (min 40°-44°) foi de 26,95 = 1,09 pg/ilhota por min (n = 4). A
adi¢do do agonista provocou resposta secretoria de aspecto bifasico, caracterizada
por um pico inicial transitério (min 45°-46°), seguido de aumento progressivo da
secregdo (min 47°-64°) e, finalmente, diminui¢do gradual apds a retirada do
agonista da solugdo perfusora. A secregdo de insulina atingiu um primeiro pico de
39,19 + 2,73 pg/ilhota por min (p < 0,001), enquanto que a maxima observada
(min 60°-64°) foi de 44,38 + 2,31 pg/ilhota por min (p < 0,005). Apds corregdo
do correspondente a secre¢do basal, o total de insulina secretado durante todo o

periodo de estimulacdo alcangou 339 pg por ilhota (fig 13, painel inferior).

Na auséncia de glicose (fig 14), OXO-M ndo provocou alteragio na
secregdo de insulina. Entre os min 35° e 44° de perfusdo, a secre¢do média obtida
foi de 21,91 * 0,76 pg/ilhota por min (n = 4). Comparada a curva tedrica obtida a
partir destes pontos, nota-se que, na auséncia de glicose, a presenga do agonista
(mesmo em concentra¢do supra-estimulatoria) ndo foi suficiente para produzir

variagdo na resposta secretoria.
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Figura 13 - Efeito de 50 pM de OXO-M sobre a secrecio de insulina
por ilhotas de rato perfundidas em meio contendo 5,6 mM de glicose.
Os valores médios (EPM) se referem a 4 experimentos de perfusio,
cada um correspondendo a secregdio, em picogramas por ilhota por
min,obtida em grupos de 20 ilhotas.
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Figura 14 - Efeito da adi¢8o de 200 uM de OXO-M sobre a secregio
de insulina por ilhotas de rato perfundidas na auséncia de glicose no
meio extracelular. Os valores médios (XEPM) representam a secregdo
em picogramas por ilhota por min de perfusfo, ¢ correspondem a 4
experimentos indivuduais com grupos de 20 ilhotas.
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Sabe-se que a secre¢do de insulina induzida pela glicose decorre da
despolarizagdo da membrana das células B provocada pelo aglicar apos sua
metabolizagio. Com o objetivo de averiguar se a despolarizagdo "per se" é
condigdo suficiente para a potencializagio da secregio pela OXO-M, foram
realizados experimentos utilizando concentragio despolarizante de K* extracelular

(40 mM; fig 15).

Em condigdes basais - isto €, 5 mM de K* e auséncia de glicose e do
agonista, a secregdo de insulina foi de 1,03 + 0,14 ng/ilhota por h (n = 12). Na
presenca de 40 mM de K*, a secregdo atingiu 2,75 + 0,28 ng/ilhota por h (n = 12;
P < 0,05). A adigdo de 50 pM de OXO-M ao meio contendo alto K* promoveu
aumento suplementar na secregdo, que atingiu 3,71 £ 0,33 ng/ilhota por h, ou seja,
35 % maior que aquela registrada com concentragdo despolarizante de K+ (n = 12,

p < 0,05).

As alteragOes na resposta secretéria das células B sdo geralmente
precedidas por mudangas da permebilidade da membrana a determinados ions.
Neste sentido, a analise dos fluxos de radioisétopos permite conhecer a natureza
dos movimentos ibnicos envolvidos no processo de secregdo. A figura 16
representa o efeito da adigdo de 50 uM de OXO-M sobre o efluxo de 86Rb -
utilizado como substituto do K+ - de ilhotas de camundongo na auséncia (fig 16-
B) ou em presenga de 11,2 mM de glicose (fig 16-A). Antes da adigio do agonista
(min 30° a 34°), a taxa basal de efluxo do 36Rb foi de 0,92 + 0,01 (n = 4) e de
0,64 £ 0,01 % por 20 s (n = 4), respectivamente na auséncia e na presenca de 11,2
mM de glicose . Comparados entre si, observa-se uma redu¢iio na taxa de efluxo
do is6topo na presenca de glicose (p < 0,01), devida ao conhecido bloqueio dos
canais de K* regulados pelo ATP (COOK & HALES, 1984). A adi¢do de 50 uM
de OXO-M (min 35°) resultou no aumento imediato do efluxo de 86Rb, tanto na

presenga como na auséncia de glicose, atingindo valores maximos em 1,5 min de
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estimulagdo. Neste instante os valores observados foram de 1,47 £ 0,06 ¢ 1,20 £
0,17 % por 20 s, respectivamente na auséncia e na presenga de glicose. Em
seguida, a taxa de efluxo decaiu gradativamente em ambos os grupos, atingindo

valores prOximos ao basal em aproximadamente 6 min.

~

SECRECAO DE INSULINA (ng / ilhotat por h)
N
1

Q -
OXO-M (150 uM)
K" (mM) 5 40 40

Figura 15 - Efeitos do aumento na concentragio de K¥ (40mM) e de
OXO-M (50 pM) sobre a secregiio de insulina por ilhotas de rato
incubadas na auséncia de glicose.. A osmolaridade da solugdo
contendo 40 mM de K* foi corrigida reduzindo-se a concentragio de
Na*. Os valores médios (+EPM) foram obtidos a partir de 12
experimentos, expressos em nanogramas de insulina secretada por
ilhota por h. Cada experimento corresponde ao valor observado em
incubagdo de 5 ilhotas.



64

IV. Resultados
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Figura 16 - Efeitos de OXO-M (50 puM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 86Rb de ilhotas de camundongo perfundidas na auséncia
(B) ou presenga de 11,2 mM de glicose (A). Sio indicados na figura os
valores médios (:EPM) correspondentes a 4 experimentos para cada
condicdo experimental.
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A figura 17 ilustra o efeito da OX0O-M sobre a secregéo de insulina por
ilhotas de camundongo incubadas na presenga de diferentes concentragdes de
glicose. Apo6s 30 min de incubagdo, a secregdo de insulina atingiu 0,74 £ 0,11
ng/ilhota na presen¢a 5,6 mM de glicose (n = 9). O aumento da concentragdo de
glicose para 11,2 mM elevou a resposta secretoria a 1,10 + 0,12 ng/ilhota por 30
min (n = 9). A adi¢do do agonista OXO-M (50 uM) na solugdo de incubagdo
promoveu aumento na secre¢do de insulina em ambas as concentragdes de glicose,
tendo sido obtidos valores de 1,30 & 0,16 (p < 0,02) e 1,62 £ 0,12 (p < 0,01; n =

12) respectivamente com 5,6 e 11,2 mM de glicose.
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Figura 17 - Efeitos de 50 uM de OXO-M sobre a secrecdo de insulina
por ilhotas de camundongo incubadas por 30 min, na presenga de 5,6
ou 11,1 mM de glicose. Os valores médios (£EPM) foram obtidos a
partir de 9 a 12 experimentos, cada um correspondendo a secregdo, em
nanogramas por ilhota por 30 min, obtida em incubagdo de 8 ilhotas.
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Dependéncia do Ca2t extracelular

Outro aspecto analisado foi a dependéncia do Ca?* extracelular para a
resposta estimulatoria da OXO-M. Como primeira abordagem foi avaliado o efeito
da presenca do ion célcié no meio extracelular sobre a secre¢do dinimica de
insulina de ilhotas estimuladas por 50 uM de OXO-M (fig.18). Em meio perfusor
sem a adi¢do de Ca’*, a secre¢dio basal (min 40° a 44°) foi em média 17,63 + 0,87
pg/ilhota por min (n = 4). O efeito estimulatorio da 0X0O-M, observado quando da
presenga de 2,6 mM de CaZ*, foi drasticamente suprimido. Na auséncia de Ca2+
extracelular, o pico de secre¢do, observado no minuto 46°, foi de 23,50 + 2. 32
pg/ilhota por min. Embora diferente da secre¢do basal (p < 0,05), o total de
insulina secretada em resposta ao agonista, nesta condigio experimental, foi
apenas 6,2 % daquela observada em presenca de 2,6 mM de Ca2* no meio

perfusor (linha pontilhada representando os valores mostrados na fig. 13).
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Figura 18 - Efeitos da omiss&io do Ca?™ extracelular sobre a secrecio
de insulina por ilhotas de rato estimuladas por 50 pM de OXO-M,
perfundidas na presenca de 5,6 mM de glicose. As médias (ZEPM)
indicadas na figura sdo representativas de 4 experimentos de perfusio,
cada um contendo 20 ilhotas. A linha pontilhada representa os valores
de secrecio observados na presenga de 2,6 mM de Ca2+, mostrados na
fig 13 ¢ repetidos para comparacio.
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Uma outra estratégia utilizada para o estudo da dependéncia do Ca2?*
extracelular foi aplicada com o uso do bloqueador de canais de Ca2* nifedipina.
Observa-se na figura 19 que o aumento na resposta provocado pela OXO-M, de
0,66 + 0,08 para 1,20 £ 0,13 ng/ilhota por h (n = 12 e 10, respectivamente), foi
completamente inibido quando a entrada de Ca2* nas células foi bloqueada pelo

antagonista (0,69 £ 0,09 ng/ilhota por h, n = 10).

Com base nas alteragdes da concentragio intracelular de Ca2* provocadas
pela OXO-M, e no intuito de estudar sua proveniéncia (extra ou intracelular) e
estabelecer a correlagio com o aumento no efluxo de 36Rb, foram realizados
experimentos de perfusdo utilizando-se 4°Ca como tragador do Ca2* . A figura 20
ilustra os efeitos da adicdo de 50 uM de OXO-M sobre o efluxo do 45Ca por
ilhotas perfundidas na presenga de glicose, em solugdo contendo 2,6 mM de Ca2*.
Antes da introdugdo do agonista no meio perfusor, o efluxo médio foi de 1,20 +
0,01 % por 20 s (n = 3). Na presenga de OXO0-M, observou-se rapido aumento no
efluxo do is6topo, que atingiu 1,77 + 0,13 % por 20 s no 1° min de estimulag#o.
Apos 6 min, a taxa de efluxo decaiu gradativamente, mantendo-se porém em niveis
maiores que os basais até o final do experimento (min 45°, 1,70 + 0,10 % por 20
s, p < 0,001). O montante de 4°Ca liberado pelas ilhotas durante todo o periodo
de estimulagdo foi 6,48 % do contetido total, calculado apds subtra¢do da curva

tracada a partir do periodo basal (minutos 30° a 34°).
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Figura 19 - Efeitos da nifedipina sobre a secregio de insulina
estimulada por OXO-M em ilhotas de rato, incubadas na presenga de
5,6 mM de glicose. OS valores médios (XEPM) foram obtidos a partir
de 10 a 12 experimentos individuais, expressos em nanogramas de
insulina secretada por ithota por h. Cada experimento corresponde a
incubagdo de 5 ilhotas,
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Figura 20 - Efeitos de OXO-M (50uM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 4°Ca de ilhotas de camundongo perfundidas na presenca
de 11,2 mM de glicose ¢ 2,6 mM de Ca?*. Estdo representados na
figura os valores médios (:EPM), correspondentes a 3 experimentos.
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Utilizando a técnica de efluxo foi possivel também estudar o fluxo
unidirecional de Ca?* através da membrana plasmatica. Para este tipo de analise é
necessario perfundir as ilhotas com solugio desprovida de Ca2*, evitando-se assim
a troca 45Ca - 40Ca entre os meios intra e extracelular (HERCHUELZ et al.,
1980). A figura 21 representa o efeito da OXO-M sobre o efluxo de 4°Ca de
ilhotas perfundidas na auséncia de Ca?* extracelular. A adi¢do do agonista ao
meio provocou aumento significativo no efluxo do isotopo, variando de 0,62 +
0,07 para o periodo basal a 1,21 £ 0,20 % por 20 s para o valor maximo (n = 4, p
< 0,02), atingido 2 min apos o inicio da estimulagdo. A seguir, a taxa de efluxo
decaiu gradativamente, retornando a valores proximos do basal em
aproximadamente 6 min. Em 15 min de estimulag¢do, o total de 4°Ca perdido pelas

ilhotas foi de 2,56 %, em relacdo ao conteudo inicial do is6topo das ilhotas.

Na figura 22 foram novamente representadas as areas equivalentes ao
efluxo de 45Ca, obtidas nos experimentos contendo (fig 20) ou ndo (fig 21) Ca2*
no meio extracelular, bem como a diferenca entre elas. Esta diferenca corresponde
ao efluxo dependente do componente extracelular. Observa-se que o componente
rapido de efluxo, com valores maximos no 37° min de perfusdo (linha pontilhada),
deve-se a participagdo do CaZ* liberado de compartimentos intracelulares. Por sua
vez, o componente extracelular (representado pela area preenchida sob a curva)
aparece tardiamente, apresentando elevac¢do gradativa da taxa de efluxo até o
valor maximo no min. 40° (portanto 3 min ap6s o pico de Ca?* proveniente do
intracelular). Além disso, o componente extracelular foi mantido até o final da
perfusio, enquanto que o intracelular decaiu progressivamente, retornando a

valores proximos dos basais.
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Figura 21 - Efeitos de OXO-M (50uM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 45Ca de ilhotas de camundongo perfundidas na presenca
de 11,2 mM de glicose ¢ auséncia de Ca?*. Estfio representados na
figura os valores médios (:EPM), correspondentes a 4 experimentos.
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Figura 22 - Efeitos de OXO-M (50uM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 4°Ca de ilhotas perfundidas na auséncia (linha
pontilhada) ou presenca de 2,6 mM de Ca?* (linha tracejada). A drea
destacada representa a diferenga do efluxo entre as duas condigGes
experimentais, calculada pelas curvas atenuadas obtidas a partir dos
dados representados nas figs 20 e 21.
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Como demonstrado anteriormente (fig 16), a adi¢io de OXO-M no meio
perfusor promoveu aumento no efluxo do 86Rb (utilizado como tragador do K*).
A fim de estudar a via de saida de K% das células, o mesmo protocolo
experimental representado na fig 16 foi repetido na presenga de um inibidor da
sintese de IP3; (neomicina; fig 23) ou de um bloqueador especifico dos K¢,

(caribdotoxina; fig 24).

Em ilhotas perfundidas com meio contendo neomicina, o efluxo médio
basal foi de 0,63 £ 0,01 % por 20 s (n = 4), valores estes idénticos ao controle (p
> 0,3). A adigdo de 50 uM de OXO-M resultou num pequeno aumento na taxa
fracional de efluxo do 86Rb, com maximo de 0,85 * 0,03 % por 20 s, observado
entre os min 36° e 37°. Este aumento foi muito menor que aquele observado na
auséncia de neomicina, durante o mesmo intervalo de tempo (p < 0,001).
Comparado ao controle, neomicina inibiu em 50 % a resposta produzida pela

O0X0O-M.

Por sua vez, ChTX inibiu completamente o efeito da OXO-M sobre a saida
de 86Rb das células insulares. O efluxo basal nio foi alterado pelo bloqueador dos
K¢, uma vez que os valores médios observados (0,61 £ 0,02 % por 20 s, n = 2)
foram semelhantes nos 2 grupos (p > 0,05). Na presenga de OXO-M, e efluxo
médio foi de 0,67 * 0,02 % por 20 s entre os min 36° e 37°, valores estes
diferentes da resposta ao agonista observada na auséncia do bloqueador (1,20 *

0,17 % por 20 s; p < 0,001).
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Figura 23 - Efeitos de OXO-M (50mM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 3YRb de ilhotas de camundongo perfundidas na presenca
de 11,2 mM de glicose ¢ 2 mM de neomicina. Estio representados na
figura os valores médios (:EPM), correspondentes a 4 experimentos.
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Figura 24 - Efeitos de OXO-M (50mM) sobre a taxa de efluxo
fracional do 8RB de ilhotas de camundongo perfundidas na presenga
de 11,2 mM de glicose ¢ 50 nM de caribdotoxina (ChTX). Estdo
representados na figura os valores médios (+EPM), correspondentes a
2 experimentos.
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A atividade elétrica de células B provocada pela presenga de concentragdes
intermediarias de glicose consiste de uma sucessio regular de oscilagdes no
potencial de membrana, compostas por periodos de despolarizagdo (bursts),
superpostos por disparos continuos de potenciais de a¢do (spikes), e por periodos
de repolarizag¢do da membrana. A presenga de ACh ou OXO-M no meio de
perfusdo produziu profundas modificagdes no padrio tipico de atividade elétrica
induzido por 11,2 mM de glicose (fig. 25). Ambos os agonistas induziram uma
resposta trifasica, composta por um aumento inicial na freqiiéncia de spikes,
seguida por um periodo de hiperpolarizagio, retornando a seguir a atividade de

bursts.

OXO-M (50 pM) 11,2 mM glicose
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Figura 25. Efeitos dos agonistas OX0O-M e ACh sobre a atividade
elétrica de células B de camundongo. Os agonistas foram adicionados
¢ removidos, como indicado pelas setas, em meio de perfusio contendo
11,2 mM de glicose.
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Com 50 puM de OXO-M, o componente hiperpolarizante foi maior que
aquele provocado por 100 uM de ACh, ao passo que a despolarizagdo (periodo
estacionario) foi maior na presenca de ACh. A remogio dos agonistas provocou o

aumento transitOrio na atividade elétrica, que retomou o padrio inicial ap6s 5 min.

A figura 26 ilustra os efeitos de 0,1 e 10 uM de OXO-M sobre a atividade
elétrica induzida por 11,2 mM de glicose. A adi¢gdo de OXO-M no meio de
perfusdo promoveu alteragdes no padrdo de bursts de forma dose dependente. Na
presenca de comncentragdes nanomolares, OXO-M aumentou a frequéncia de
bursts, mas ndo a fracdo da fase ativa (periodo de atividade elétrica onde
aparecem potenciais de ag@o). Entretanto, altas concentra¢des de OXO-M (= 1
uM) induziram altera¢gdes multifasicas no padrdo de atividade elétrica:
inicialmente um periodo de atividade constante, seguido pela supressio transiente
da fase ativa e, finalmente, retomada da atividade de bursts com freqiiéncia mais
alta. Nesta condigdo, a freqiiéncia de bursts foi 2 vezes maior daquela observada
na auséncia do agonista. Os resultados ilustrados na Figura 26 estio representados

numericamente na Tabela I1.

Tabela IL Efeitos da OXO-M (0,01 a 50uM) sobre diferentes
parametros da atividade elétrica induzida por 11,2 mM de glicose.

0 0,01 0,1 1 10 50

-435+3 | -41+44 [-398+45] -36+5,7 | -38+7 | -374+
3.1
0 25+53 | 3,754 | 75464 | 5576 | 6,143

43+03 | 47+08 | 5,7+05 | 94+1,1| 1053 | 85+0,9

46 + 2 50+4 51+5 53%2 64 +2 45+ 2
14 4 5 4 2 9

7 = niimero de experimentos
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Figura 26. Efeitos da OXO-M (0,1 ¢ 10 uM) sobre a atividade elétrica
de células B de camundongo. O agonista foi adicionado e removido,
como indicado pelas setas, em meio contendo 11,2 mM de glicose.

Para melhor caracterizar as altera¢des elétricas promovidas por altas
concentragdes de OXO-M, foram realizados experimentos na presenga de
concentragdes crescentes de glicose (fig 27). Na auséncia de glicose e OXO-M, o
potencial de membrana variou de -70,7 *+ 6,4 mV a -64,3 = 3,8 mV na presenca de
50 uM de OXO-M (n = 3). Na presenca de 5,6 mM de glicose, 0X0O-M provocou
despolarizagdo répida e transiente (14,5 + 1,3 mV, n = 4), seguida de oscila¢des
no potencial de membrana diferentes do padrio tipico de atividade elétrica
produzido pela glicose. No estado estacionario (i.e., periodo de equilibrio ap6s a
estimulagdo), os valores médios do potencial de membrana ndo variaram
significativamente (Tabela III). Aumentando a concentragio de glicose para 7
mM, OXO-M causou incialmente despolariza¢io da membrana ao nivel do platd,
com aparecimento transiente de potenciais de a¢do. A seguir, a atividade elétrica
foi abolida, mesmo na presengca do agonista. Esta fase se caracterizou por
hiperpolarizagdo inicial de -7,7 £ 2,2 mV (n = 3), com o potencial de membrana
retornando a seguir aos valores proximos aos basais. Em células perfundidas com
11,2 mM de glicose, 0XO-M (50 uM) modificou o padrio de atividade elétrica de

maneira semelhante ao observado com 10 uM do agonista (vide fig. 26). Apos 3
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min de estimulacfo, registrou-se uma pequena redugdo no potencial de membrana

(Tabela III).

Tabela I Efeitos de OXO-M (50 uM) sobre o potencial de
membrana de células perfundidas na presenca de 5,6 ou 11,2 mM de
glicose. Os valores médios (zEPM) foram obtidos a partir de 5 a 9
células distintas.

51,8 + 3.4 488+ 4.5%
435+3.0 374 %3,1%F 6.1+43 9

» = numero de experimentos
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Figura 27. Efeitos de 50 uM de OXO-M sobre a atividade elétrica de
células B de camundongo, perfundidas em meio contendo diferentes
concentragbes de glicose. As setas indicam o momento da adicdo ¢
remogdo de OXO-M ou de glicose. Os registros foram obtidos em
experimentos realizados em diferentes células.
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No intiuto de estudar a possivel participagio dos K., na resposta
polarizante da OXO-M, alguns experimentos foram repetidos na presen¢a de
caribdotoxina (ChTX), uma bloqueador especifico destes canais. Na presenca de
ChTX, os efeitos de 50 uM de OXO-M sobre a atividade elétrica induzida pela
glicose foram drasticamente alterados (fig 28). Apos a atividade inicial em spike,
observou-se que a fase silente foi reduzida em sua duragdio, acompanhada por
despolarizagdo de 15 mV, seguindo-se por periodo de atividade elétrica continua.
Nenhuma hiperpolarizagio foi observada com ChTX, embora a supressio
transiente da atividade ainda estivesse presente. Em concordincia com resultados
previamente descritos (KUKULJAN et al, 1991), ChTX ndo alterou o padrio de

atividade elétrica evocado pela glicose.

OXO-M (50 puM) 11,2 mM glicose
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®
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Potencial de membrana (mV)
o 2

1 min somabmp iesere

. Figura 28. Efeitos de ChTX (50 nM) sobre a atividade elétrica
estimulada por 50 pM de OXO-M. OXO-M e ChTX foram
adicionadas e/ou removidas, como indicado pelas setas, em meio de
perfusdo contendo 11,2 mM de glicose.
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Numa série posterior de experimentos, a resisténcia da membrana a entrada
de corrente foi analisada através da técnica de injecdo de corrente. A tabela IV
mostra os valores de resiténcia obtidos na estimulagio por OXO-M, na auséncia e
presenca de 11,2 mM de glicose. Tanto na auséncia como na presenca da glicose,
OXO-M promoveu aumento médio de 27% na resisténcia da membrana, observado
apos o periodo de supressido da atividade elétrica (i.e., 40 s apds o inicio da
estimulagdo). Os valores registrados (Tabela IV) foram semelhantes aos descritos

para a ACh (SANTOS & ROJAS, 1989).
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Figura 29. Efeitos de 50 uM de OXO-M sobre a resisténcia da
membrana. Durante o registro elétrico, foram injetados na célula
pulsos curtos de corrente hiperpolarizante (0,9 seg, -0,1 nA), através
do mesmo eletrodo utilizado para medida do potencial de membrana.
OXO-M foi adicionada e removida (como indicado pelas setas), na
presenca ou auséncia de glicose.
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Tabela IV. Efeitos de OX(O-M (50 uM) sobre a resisténcia da
membrana de células perfundidas na auséneia ¢ presenca de 11,2 mM
de glicose. Os valores representados foram calculados a partir dos
registros realizados em 5 células distintas.

0 1 107 167 56

0 2 153 175 14

0O 3 73 90 23
= = —

11,2 1 127 159 25

11,2 2 238 274 15

A partir dos valores médios de potencial de membrana e efluxo de 3%6Rb
observados na auséncia e presenga de 11,2 mM de glicose (fig. 16), foram
calculadas as permeabilidades ao K* (Py), bem como suas variagdes provocadas
pela adicio de 50 mM de OXO-M. Os resultados, apresentados na Tabela V,
demonstram que a elevagdo na taxa de efluxo de 3Rb estd associada a um

aumento na Py. Entretanto, ap6s este efeito inicial (observado no 1° min da

estimulagdo), tanto na auséncia como presenga do aglcar, os valores de Py

retornaram aos valores observados na condigdo controle (auséncia do agonista),

indicando assim que o efeito despolarizante é mediado por um mecanismo

independente de variagdes na Pyg.
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Tabela V. Efeitos de OXO-M (50 uM) sobre a permeabilidade ao K
por ilhotas de camundongos, perfundidas na auséncia ou presenga de

11,2 mM de glicose.

Controle —70,7 ] 5,75 ’ w2,84k

Glicose 0 | OXO-M: inicial -64,3 9,19 3,85
OXO-M: estacionirio -64,3 5,81 243

= p—— — ev—— — ——— enom—— ———

Controle -43.5 4,00 1,00

Glicose | OXO-M: inicial -49,1 7,50 2,15
11,2 mM | OXO-M: estacionario -37,4 4,50 0,98

E = Potencial de membrana médio, extraido da Tabela II.

Ky = Constante de efluxo do K*, calculada a partir dos valores médios
de efluxo do $6Rb (fig. 16).

Py = Constante de permeabilidade do K*, calculada pela equacio
descrita no capitulo Material e Métodos.

Por ultimo, a resposta secretéria de ilhotas de camundongo, estimulada por
concentragdes crescentes de glicose (fig. 2), foi comparada com a resposta
elétrica, representada separadamente em 2 pardmetros: freqiiéncia de bursts (fig.
30-A) e porcentagem da fase ativa (fig. 30-B). Observa-se que o aumento na
concentragdo de OXO-M produziu variagdo na freqiiéncia de bursts paralela ao
aumento na secregdo e insulina. Por sua vez, a fase ativa nfo apresentou

correlagdo com a resposta secretdria estimulada pela 0XO-M.
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1V.4. APENDICE

Os resultados descritos a seguir ilustram alguns experimentos realizados em

colabora¢do com os Drs. Eduardo Rojas e Mirta Szpak-Glasman.

4.1. Expressio dos mAChRs.

A figura 32 representa a visualizagdo dos fragmentos de cDNA
amplificados e submetidos a eletroforese. Observa-se que a amplificagdo com 0s
primers M1 (linha 2) gerou um fragmento de 300 pares de bases. Por sua vez, na
reagdo com os primers M3 (linha 3) o fragmento obtido continha
aproximadamente 450 pares de bases. Na medida em que os fragmentos esperados
nas reagdes delimitadas pelos primers M1 e M3 eram de, respectivamente 300 e
465 pares de bases, estes resultados sugerem que ambos os subtipos de mAChRs

sdo expressos nas ilhotas de ratos.
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Figura 32. Eletroforese em gel de agarose (2%) dos fragmentos
amplificados a partir do cIDNA transcrito de ilhotas. Linha }:
marcador de peso molecular. Linha 2: fragmento que representa um
segmento de 300 pares de bases, correspondente ao receptor M1. Linha
3: fragmento que representa um segmento de 465 pares de bases,
equivalente ao receptor M3.
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4.2. Medigcido do Ca2* citoplasmatico

A analise direta da [Ca?*]; pela técnica de microfluorimetria com corante de

Ca?* revela que células B isoladas de rato responderam de forma substancial a
estimulagdo por OXO-M. A figura 33 ilustra os efeitos de 40 pyM de OXO-M
sobre a [Ca?"]; de células perfundidas na auséncia de glicose, com meio contendo
2,6 mM de Ca?*. A adigdo do agonista promoveu um aumento rapido e sustentado
na [Ca?*];; resposta semelhante foi observada na presenca de glicose (5,6 e 11,2
mM, respectivamente figs. 33 e 34), indicando que as variagdes na [Ca’'],
induzidas por OXO-M independem de processos celulares regulados pelo
metabolismo da glicose. A adi¢io do quelante de Ca?* EGTA (fig. 35) provocou a
redugdo na [Ca?'];, que se manteve em niveis acima do basal. Neste tipo de
pfeparag:ﬁo, a viabilidade das células foi testada pela adi¢do de glicose no meio de
perfusdo. Os valores médios de [Ca?*]; registrados em diferentes experimentos

foram: 113,3 £ 6,1 nM em 2,8 mM de glicose (n=8), 150 + 4,6 nM em 5,6 mM de
glicose (n=13), ¢ 186,5+ 9,2 nM em 22 a 27,8 mM de glicose (n=13).
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Figura 34. Efeitos de OXO-M (40 pM) sobre a [CaZ*]; de células B
perfundidas na auséncia e presenca de 5,6 mM de glicose.
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Figura 34. Efeitos da adi¢io de EGTA sobre a [Caz+]i de células P
estimuladas por 200 pM de OXO-M, na presen¢a de 11,2 mM de
glicose.
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V. DISCUSSAO

A estimulagio parassimpatica desempenha papel importante na modulagdo
da secre¢do de insulina induzida pelos estimulos metabdlicos. Os sinais neurais
desencadeados na fase pré-absortiva promovem a resposta antecipatdria da
secre¢do, resposta esta que previne alteragdes bruscas na concentragdo de
nutrientes circulantes. Assim, a estimulagio muscarinica representa, na célula B
pancreatica, o ajuste fino da regulagdo glicémica, especialmente nas fases iniciais

relativas ao periodo alimentar.

O presente projeto teve como objetivo ampliar os estudos sobre a
participagdo dos receptores muscarinicos (subtipos M1 e M3) na potencializagdo
da secre¢do de insulina induzida pela glicose. A motivagdo deste trabalho teve
duas conotag¢des distintas, porém ndo excludentes. A primeira fundamenta-se na
importancia, svob o ponto de vista clinico, do controle que o sistema nervoso
parassimpatico exerce sobre a secre¢do de insulina durante o periodo alimentar. A
segunda, de carater geral, estd calcada na enorme quantidade de novas
informag¢des relativas a estrutura e fungdo dos diferentes subtipos de receptores
muscarinicos, obtidas pela Farmacologia e especialmente pela Biologia Molecular.
Em relagdo ao primeiro aspecto mencionado, algumas observagdes provenientes
tanto da clinica quanto da experimentagdo em laboratorio demonstram que,
durante a instalag¢do do diabetes no adulto (tipo II), a fase rapida da secre¢do de
insulina - dependente em grande parte do controle parassimpatico - é a primeira a
desaparecer. Também, ratos do deserto da espécie Acomys cahyrinus, os quais
apresentam pouca inervag@io insular, desenvolvem diabetes quando alimentados
com dietas ricas, usualmente ministradas a outras espécies de animais de
laboratorio (ORCI et al., 1970, IONESCU & JEANRENAUD, 1988). Por fim,

individuos diabéticos transplantados com ilhotas de Langerhans, quando
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submetidos a teste de tolerdncia a glicose endovenoso, apresentam perfil de

secregdo de insulina sem o pico inicial, caracteristico de um individuo normal.

Por outro lado, os recentes avangos das técnicas de DNA recombinante,
bem como seu vasto campo de aplicagBes, tém motivado novas abordagens sobre
importantes questdes fisiologicas. Neste sentido, a clonagem e caracteriza¢io de 5
subtipos diferentes de receptores (HULME et al., 1990), e os estudos
farmacolégicos de novos agonistas e antagonistas muscarinicos propiciaram novas
ferramentas para dirimir ddvidas quanto ao subtipo de receptor muscarinico

envolvido nos processos celulares.

Sabe-se que, nos diferentes tecidos, a ativagdo dos receptores muscarinicos

.....

sinalizagdo intracelular acoplado ao subtipo de receptor presente na célula
(ASHKENAZI et al, 1989). Na célula B, a estimulagio do mAChR é
eminentemente excitatoria da atividade celular (MALAISSE, 1986), efeito este
relacionado a geragdo de IP; na hidrolise de fosfolipides de membrana (MATHIAS
et al, 1985b).

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que oxotremorina-m
(OXO-M) € um potente agonista muscarinico (BOSCHERO et al., 1995), e
produz efeitos semelhantes a acetilcolina (ACh) sobre a atividade secretoria da
célula P pancreatica de roedores (fig. 1). Ilhotas isoladas de rato e camungongo se
mostraram bastante sensiveis a OX0O-M, que produziu resposta significativa entre
0,5 e 1 uM, e secregdo maxima na faixa de 5 a 10 uM (figs. 2 e 3). Estes valores
sdo muito semelhantes aos previamente descritos para o neurotransmissor ACh
(GAGERMAN et al, 1978; GARCIA et al. 1988), confirmando assim a
potencialidade do uso do agonista exOgeno no estudo da fungio celular. Além
disso, OXO-M tem a vantagem de ndo ser substrato para a acdo da

acetilcolinesterase, presente nas termi¢des nervosas parassimpaticas.
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A agdo estimulatoria da OXO-M sobre a célula B é condizente com o
mecanismo cléssico de ligagio de um agonista ao seu receptor de membrana.
Observa-se que o efeito da OXO-M sobre a secreg¢do de insulina se apresenta de
forma dose dependente (figs. 2 e 3), e pode ser bloqueado pela ocupagio prévia
do receptor por um agonista (figs. 4 e 5) ou antagonistas (figs. 6 a 12). Por sua
vez, a caracterizagdo do subtipo de receptor presente, por meio da analise
farmacolégica, mostrou ser bastante complexa. Semelhante a outros tecidos
(MITCHEL SON, 1988), a diferenga de seletividade observada entre os diferentes
antagonistas € bastante pequena, exceto para o antagonista M2 (Tabela I). Neste
experimento, a secre¢do estatica estimulada por de SOuM de OXO-M foi realizada
em presenca de concentragSes crescentes de pirenzepina (M1), p-F-HHSiD
M3>M1>M2), 4-DAMP (M3) e metoctramina (M2). A analise das curvas de
antagonistas foi 4-DAMP>p-F-HH SiD>pirenzepina>metoctramina, resultado este
que indica a presenca dos subtipos M1 e, principalmente, M3 na membrana da
célula B (EGLEN et al, 1990, THOMAS et al, 1993). Entretanto, estes
resultados devem ser tomados com certa cautela, visto que a capacidade de
inibicgdo de um antagonista pode refletir principalmente sua poténcia como
bloqueador, e ndo necessariamente sua capacidade de discriminar subtipos
diferentes. Porém, nossos dados estdo de acordo com os resultados obtidos por
HENQUIN e NENQUIN (1988) ¢ VERSPOHL e cols. (1990), os quais chegaram

a conclusdes semelhantes utilizando diferentes antagonistas.

A analise a nivel molecular (fig 32, Apéndice), realizada pela técnica da
transcrigdo reversa de mRNA extraido de tecido insular comprova que os subtipos
M1 e M3 sdo expressos na ilhota pancreatica. O fragmento de ¢cDNA amplificado
corresponde a uma seqiiéncia de aminoacidos especifica para cada subtipo, ou

seja, aos residuos 227 a 348 para o subtipo M1 e 269 a 463 para o subtipo M3,
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contidos na alga citosélica i; do receptor (WESS, 1993). Pela eletroforese do
produto amplificado observa-se bandas de tamanho igual ao previsto, ou seja, com
0 mesmo nimero de pares de bases da regifo delimitada pelos primers. Como as
células P correspondem a mais de 70% do total de células existentes nas ilhotas, é
muito provavel que ambos os receptores estejam presentes nas células secretoras

de insulina.

Nossos estudos farmacologico e molecular, associados as informagdes de
que a estimulagdo muscarinica induz a produgio de IP; (MATHIAS et al., 1985b), e
nido altera a concentragdo citosdlica de cAMP (GAGERMAN et al, 1978;
DUNLOP et al., 1988) sio fortes evidéncias de que a célula B possui os subtipos
M1 ou M3, ou ambos. Considerando que o agonista M1 McN-A-343 ndo produziu
aumento na resposta secretoria (figs. 4 e 5), é provavel que o receptor
funcionalmente ativo seja do subtipo M3. E importante ressaltar que ACh, OXO-
M e carbacol s@o considerados agonistas plenos para a hidrolise de fosfolipides,
enquanto que McN-A-343 ¢ praticamente inativo para este tipo de resposta
(FISCHER et al, 1984, FREEDMAN et al., 1988; EGLEN et al., 1993). Contudo,
os efeitos inibitorios dos antagonistas pirenzepina e 4-DAMP sobre a resposta
estimulatéria por ACh ou OXO-M mostram diferengas na poténcia de inibigdo
destes antagonistas. Pirenzepina (figs. 7 e 8) é mais eficaz em bloquear os efeitos
estimulatérios da ACh que da OXO-M. Inversamente, 4-DAMP (figs. 9 e 10) é
muito mais potente em inibir os efeitos da OXO-M que os da ACh. OTSUKI e
cols. (1985), utilizando atropina e pirenzepina, sugeriram que as diferengas de
poténcia entre estes antagonistas ¢ decorrente da presenga de sitios de alta e baixa
afinidade nas ilhotas pancreaticas. Em vista da diversidade de respostas observada
em nossos resultados, € razoavel propor que os receptores muscarinicos possuem
mais de um sitio de ligagdo para agonistas, da mesma forma que possuem para

antagonistas.



V. Discussiio 97

Os secretagogos de insulina podem ser didaticamente divididos em 2
grandes grupos: iniciadores e potencializadores da secre¢do. Os iniciadores sdo
capazes de estimular, "per se", a liberagio de insulina; incluem nutrientes que sdo
metabolizados na célula § (p.e., glicose e leucina), intermediarios do metabolismo
de substratos endogenos (gliceraldeido, cetoisocaproato) e certos agentes
farmacologicos (sulfoniluréias). Esta bem estabelecido que a geragio de ATP,
decorrente do metabolismo dos nutrientes, promove a despolarizagio da
membrana pelo bloqueio dos Kpp. Da mesma forma, drogas como as
sulfoniluréias bloqueiam diretamente estes canais (para revisio vide ASHCROFT

& RORSMAN, 1989).

Os potencializadores da secregdo de insulina - como hormdnios,
neurotransmissores e alguns agentes farmacoldgicos - requerem a presenca de um
iniciador, pelo menos em quantidade sub-estimulatéria, para o desencadeamento
da atividade secretoria. A maioria dos potencializadores aumentam a atividade

elétrica da célula P, por um mecanismo ainda ndo completamente esclarecido.

Nossos resultados demonstram que OXO-M enquadra-se perfeitamente na
categoria de potencializador da atividade elétrica e secretéria da célula B, na
medida em que o aumento na resposta celular é dependente da presenca de glicose
(figs. 12, 13, 14 e 27). Considerando que a glicose tem como principal efeito a
despolarizag@o celular, é provavel que o efeito despolarizante da OX0O-M nio seja
suficiente para manter o influxo de Ca?*, necessario para ativagio da maquinaria
secretoria. O aumento na secre¢io produzida pela presenga de K* extracelular em
concentragdo despolarizante (fig. 15) confirma a hipotese que a estimulagio da
secrecdo por agonistas muscarinicos é dependente da despolarizagdo prévia da

membrana, € ndo de possiveis outros efeitos da glicose.

Independentemente do tipo de secretagogo utilizado, se iniciador ou

potencializador, sabe-se que a secregdo de insulina ocorre somente na presencga de



98 V. Discussio

concentragdo minima de Ca?' no meio extracelular (JONES et al, 1985).
Corroborando este fato, a figura 18 mostra que, na presenca de 5,6 mM de glicose
e auséncia de Ca?*, OXO-M ndo estimulou a secrecdo de insulina. Da mesma
forma, na presenga de nifedipina - um bloqueador dos canais de Ca2* dependentes
da voltagem - o efeito estimulatorio da OX0-M foi suprimido (fig. 19). Embora o
agonista induza a produgdo de IP; (EGLEN et al, 1993) e consequente
mobilizagdo de Ca?* de organelas intracelulares, a potencializagio da secre¢do s6

acontece em presenga de CaZ* no meio extracelular.

Na verdade, OXO-M produziu diferentes alteracdes nos movimentos de
Ca’* da célula B. A anilise dos efeitos da OXO-M sobre os fluxos de 45Ca revela
que, na presenca de Ca?" extracelular, o agonista provocou um aumento no efluxo
do “Ca significativamente maior que na auséncia do ion (figs. 21 a 23). Na
presenga de Ca?* extracelular, o aumento no efluxo do 45Ca reflete a estimulagio
da entrada de Ca?*, e corresponde a um processo de troca “5Ca por “°Ca. Assim, o
influxo de “°Ca na célula desloca o 45Ca dos sitios ligantes intracelulares,
aumentando o efluxo do isétopo (HERCHUELZ et al., 1980; ABRAHAMSSON et
al., 1981). Isto indica que o aumento na [Ca?*];, induzido por OXO-M (fig 34,
Apéndice), é resultante da mobilizagio do ion de dois compartimentos distintos:
(1) de estoques intracelulares (reticulo endoplasmatico) e, (ii) do meio
extracelular. A liberagdo de Ca®" intracelular ¢ imediata e transitéria. O influxo de
Ca?" proveniente do meio extracelular aparece tardiamente, porém € o responsavel
pela manuteng@o dos niveis estimulatorios de Ca?* intracelular. As medidas diretas
de [Ca?*]; por fluorescéncia mostram que OXO-M aumentou a concentra¢io
citosolica do ion, mesmo quando da adigdo do quelante de Ca?* EGTA (fig. 34,
Apéndice). Concluindo, a estimulagio muscarinica aumenta a [Ca2+]i por
mobilizagdo intracelular, provavelmente mediada pela geragdo de IP;, e promove a

entrada do cation por modificagdes na permeabilidade da membrana.



V. Discussido 99

Quanto as alteragdes de permeabilidade da membrana produzidas por
agonistas muscarinicos, varios autores sio unianimes em concluir que os agonistas
muscarinicos despolarizam a membrana da célula B pancreatica. Nossos resultados
de atividade elétrica mostram que OXO-M produz uma pequena despolarizagio na
membrana celular (Tabelas II e V). Contudo, o mecanismo idnico envolvido neste
processo ainda néo foi esclarecido. SANTOS & ROJAS (1989) propuzeram que o
efeito despolarizante da muscarina sobre as células P esta relacionado a redugio
da permebilidade ao K*. Por sua vez, SANCHEZ-ANDRES e cols. (1988)
sugeriram que a despolarizagio esta relacionada a um aumento na permeabilidade
ao Ca?*. Finalmente, HENQUIN e cols. (1988) e HIRIART & RAMIREZ-
MENDELES (1993) concluiram que o processo de despolarizagio é mediado pelo
aumento na permeabilidade ao Na™. Nossos resultados revelam que, em presenca
de OXO-M, ocorre um pequeno aumento na resisténcia da membrana fig 29,
Tabela IV), observagdo esta que, a principio, suporta a hipotese proposta por

SANTOS & ROJAS (1989).

Contudo, a analise conjunta dos potenciais de membrana e fluxos de $6Rb
demonstrou que, no periodo de equilibrio (i.e., apés 5 a 10 min de estimulagio),
0XO0-M ndo produz alteragido nas permeabilidades ao K* (Tabela V). Também, é
importante lembrar que o aumento da resisténcia da membrana pode simplesmente
refletir a diminui¢do da condutdncia juncional, devido a elevagdo na [Ca?']
(LOEWESTEIN & ROSE, 1978). Isto nos leva a crer que o efeito despolarizante
da OXO-M ndo esta ligado ao bloqueio da permeabilidade ao K*, mas sim a agdo
do agonista sobre canais de Na* ou Ca?*. Com relagio ao Na', as evidéncias
descritas na literatura sdo fortemente questionaveis. Primeiro, o aumento da
[Na*]; observado na estimulagio por ACh ndo ¢ inibida pela tetrodotoxina
(GILON & HENQUIN, 1993), um bloqueador especifico dos canais de Na*
(WATSON & GIRDLESTONE, 1994). Segundo, as medidas diretas da

concentragdo intracelular de Na*, por meio de corantes fluorescentes (GILON &
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HENQUIN, 1993) apresentou um time course nio condizente com a cinética de
abertura de canais i6nicos (ANDERSEN & KOEPPE IT, 1992). Por ultimo, n3o
ha, até o momento, nenhuma outra evidéncia da participagdo de receptores

muscarinicos (subtipos M1 e M3) sobre a permeabilidade ao Na*.

Por outro lado, em diferentes tecidos, sabe-se que a estimulagdo
muscarinica promove alteragdes na permeabilidade ao Ca2t (JONES, 1993), pela
ativagdo de canais de Ca?" operados por receptor. Além disto, foi recentemente
observado, em diferentes tipos de células secretoras, a presenga de uma corrente
despolarizante, sensivel aos niveis de Ca?* contido nos estoques intracelulares
(RANDRIAMAMPITA & TSIEN, 1993; PAREKH et al, 1993). Desta forma,
apos a estimulagdo do receptor muscarinico ocorre um aumento na produgdo de
IP;, seguido pela liberagio de Ca?" do reticulo endoplasmatico, juntamente com
um fator de influxo de Ca?* ainda ndo determinado (CIF), que ativa a entrada de
Ca?* através de um canal distinto dos canais de Ca?* sensiveis a voltagem,
denominado CRAC. Evidéncias da existéncia da corrente CRAC foi demonstrada
em mastocitos (HOTH & PENNER, 1992), linfocitos (ZWEIFACH & LEWIS,
1993), ovocitos de Xenopus (PAREKH et al., 1993) e em células pancreaticas
acinares (BAHNSON et al., 1993). Na célula B, um modelo teérico recente
proposto ressalta a participagdo dos CRACS na resposta elétrica induzida por CCh
(BERTRAM et al., 1995). Além disto, ha evidéncias diretas da existéncia de um
tipo de canal de Ca?" insensivel a voltagem em células B humanas (ROJAS et al.,
1990). Assim, este fator poderia estar agindo sobre a membrana, causando a
despolarizagdo prolongada do platd (como nos primeiros 15 segundos de

estimulagdo, figs. 26 ¢ 27).

A andlise detalhada dos efeitos da OXO-M sobre o padrio de atividade
elétrica mostra que o agonista induz diferentes alteragdes no potencial de mebrana

e na atividade de bursts. Um aspecto interessante diz respeito a hiperpolarizagio
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transitoria registrada em presenga de concentragdes micromolares do farmaco. A
hiperpolarizag;éo da membrana, concomitante a um aumento na [Ca®'];, ¢ um tipo
de resposta celular caracteristica da ativagdo dos K¢, . De fato, o bloqueio deste
efeito pela ChTX fortemente indica que os K¢, estio atuantes nesta condigdo
experimental (fig. 28). A analise do efluxo de 3°Rb (ilustrado na fig. 24) confirma
que ChTX, um bloqueador especifico dos K¢, (SMITH et al., 1986), inibiu quase
que completamente o aumento no efluxo do 3Rb induzido por OXO-M. Além
disto, os valores de permeabilidade ao K* (Pg) (tabela V), estimada a partir dos
registros elétricos e de fluxos idnicos, mostram que estes foram maiores na
presenga de glicose. Cabe aqui ressaltar que o K, pode ser ativado por Ca?* ou
pela despolarizagio, esta Gltima favorecida pela presenca de glicose. Os resultados
obtidos com neomicina (fig. 23) - antibidtico que reduz a formagdo de IP;
(SLIVKA & INSEL, 1988) -, também suportam a hipotese da participagio dos
K¢, nos mecanismos idnicos mediados pela estimulagdo muscarinica. Na medida
em que a supressao inicial da atividade elétrica ndo foi completamente inibida pela
ChTX, ndo se pode descartar a participagio de outro tipo de K, durante o
bloqueio transiente dos potenciais de agdo. AMMALLA e cols. (1991)
demonstraram que dois tipos de K, - um sensivel e outro insensivel a ChTX -
estdo presentes na célula B, os K, insensiveis ao bloqueador parecem ser

diretamente ativados por carbamilcolina, um conhecido agonista muscarinico.

Outro aspecto peculiar da resposta elétrica induzida pela OXO-M se refere
ao aumento na freqiiéncia de bursts e sua relagio com a atividade secretéria de
ilhotas de camundongos (Tabela II, fig. 31). Estudos prévios demostraram que a
atividade elétrica de célula P esta diretamente relacionada com a secre¢do de
insulina; a elevagéo na concentra¢do de glicose promove um aumento na fase ativa
e no numero de potenciais de agdo, em paralelo ao aumento da resposta
secretoria. Experimentalmente, as alteragdes na frequiéncia de bursts e na fase

ativa ocorrem juntas. Quando comparadas as respostas secretoria e elétrica frente
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a concentragdes fixa de glicose e crescentes de OX0-M, observa-se a dissociagio
entre os dois parametros elétricos analisados (fig. 31). Desta forma, nosso estudo
demonstra, pela primeira vez, uma correlagio direta entre freqiéncia de bursts e

secre¢do de insulina, independente de alteragdes na duragio da fase ativa.

O modelo que melhor explica as oscilagdes no potencial de membrana,
observadas em concentragdes crescentes de 0XO0-M, envolve dois mecanismos
anteriormente descritos: (1) a ativagdo da corrente de Ca2" sensivel ao
esvaziamento dos estoques intracelulares de Ca2* (CRAC), e (2) a abertura dos
K¢ decorrente da liberagdo de Ca?' por estes estoques. Estudos sobre a
distribuigdo espacial do Ca?* demonstraram que, durante a estimulagio
muscarinica, o Ca?* ¢ liberado de forma pulsatil, formando ondas no citosol que
atingem a membrana plasmatica (LECHLEITER et al., 1991; THORN et al., 1993;
KASAI et al., 1993). A magnitude destas ondas ¢ em parte dependente dos niveis
de IP;, que determina a velocidade de propagacgio do Ca2* liberado (ROONEY &
THOMAS, 1993). Aplicando estas informacdes ao nosso modelo, em presenga de
alta concentrag@o do agonista (1 - 50 uM), poderia estar ocorrendo liberagdo de
Ca® em quantidade suficiente para ativar os K¢, € promover inicialmente a
hiperpolarizagdo da membrana, seguido pelo aumento na frequiéncia de bursts. Os
experimentos com ChTX (fig. 28) indicam que os K, participam na gera¢io da
atividade de bursts, observadas no decorrer da exposi¢io a OXO-M (fig. 26). Por
sua vez, a deplec¢do dos estoques intracelulares de Ca?*, frequentemente observada
apos certos estimulos (PUTNEY, 1990; HOTH & PENNER, 1992; SCHILLING
et al, 1992; VACA & KUNZE, 1993), poderia aumentar o influxo de Ca2* pela
ativagdo dos CRACs durante a fase silente, contribuindo desta forma para o

aumento na frequéncia de bursts.

As alteragdes na condutdncia ao K* apresentam uma conotacdo muito

importante, na medida em que a participagio dos K¢, nos fendmenos elétricos da
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membrana da célula P, induzidos pela glicose, haviam sido descartados
(KUKULJAN et al., 1991). Assim, é provavel que nos eventos mediados pela
estimulagdo parassimpatica, durante a estimulagio da secre¢do no periodo
alimentar, os K¢, desempenhem papel importante no controle da atividade elétrica.
Este controle seria exercido na forma de uma retroalimentagdo negativa, pela
ativagdo de uma corrente tonica hiperpolarizante. Assim, durante a liberagio de
Ca?", ocorre a ativagio dos K¢, € consequente produgdao da corrente
hiperpolarizante, que supera a relativamente pequena corrente despolarizante
(FELDER et al.,, 1994) ativada por um fator liberado pelo reticulo
endoplasmatico; neste momento, o potencial de membrana se torna mais negativo,
e a hiperpolarizagdo resultante bloqueia os potenciais de agdo. Na medida em que
a [Ca?"]; é gradualmente reduzida, o potencial de membrana é determinado pelo
balango entre as correntes geradas pela ativagio do CRAC e do K, O
paralelismo entre as curvas de frequiéncia de bursts e de secre¢do de insulina é
forte evidéncia da importdncia destes canais na modulagio parassimpatica da

atividade secretoria da célula  pancreatica.

Resta ainda investigar a contribuigio dos canais de Ca?' insensiveis a
voltagem, identificados por ROJAS e cols. (1990), nos movimentos intracelulares
de Ca?*, principalmente no que se refere a manutengdo dos estoques intracelulares

do ion, alvo fundamental da estimulac¢io muscarinica.



VI. RESUMO E CONCLUSOES




105

VI. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como proposta caracterizar o subtipo funcional de
mAChR na célula B pancredtica, bem como elucidar os mecanismos iOnicos
envolvidos na estimulagdo muscarinica. Para isto, foram utilizadas ilhotas de ratos
e camundongos, isoladas por digestdo enzimatica ou microdissec¢do. A resposta
celular frente a estimulagdo pelo agonista muscarinico OXO-M foi analisada sob
diferentes aspectos: (1) secre¢io de insulina; (2) efluxo de radiois6topos (*°Ca e
8Rb); (3) concentragio citoplasmatica de Ca?* ([Ca%']); (4) atividade elétrica; e

(5) expressdao dos mAChRs.

Os resultados mostram que OXO0-M aumentou, de forma dose-dependente,
a secre¢do de insulina por ilhotas de roedores. Na presenga de alta concentragdo
(50 uM), OXO-M induziu uma resposta bifasica da secre¢do, tanto na presenca de
5,6 quanto de 16,7 mM de glicose. O aumento da secregdo induzido pela OXO-M
foi drasticamente reduzido pela retirada de Ca?* do meio perfusor, e
completamente abolido na auséncia de glicose. Entretanto, na auséncia de glicose
mas na presenca de K em concentragio despolarizante (40 mM), OXO-M
aumentou significativamente a secre¢do de insulina. O efeito potencializador da
OXO-M foi inibido pelos antagonistas 4-DAMP (M3); p-F-HHSIiD (M3>M1>M2)
e pirenzepina (M1) com valores de ICs, para estes antagonistas de ~ 5, 20 e 340

nM, respectivamente.

A analise molecular do subtipo de mAChR expresso nas ilhotas
pancreaticas, realizada pela amplificagio do cDNA por PCR, demonstrou a
presenga dos subtipos M1 e M3 no tecido. Entretanto, o estudo farmacoldgico

indicou que o subtipo M3 representa o receptor muscarinico que medeia a

estimulagdo da célula .
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Em outra série de experimentos, foram estudados os movimentos idnicos
envolvidos na estimulagéo celular induzida pela 0X0O-M. Na presenga de 5,6, 11,2
ou na auséncia de glicose, 0X0O-M aumentou a [Ca?*]; de células B isoladas. Este
aumento foi parcialmente inibido pela adicio de EGTA no meio de perfuséo.
O0XO0-M (50 pM) também aumentou o efluxo de °Ca de ilhotas perfundidas, tanto
na presenga quanto na auséncia de Ca?' no meio extracelular. Entretanto, na
auséncia de Ca?' (condigdo que representa o fluxo unidirecional provindo de
compartimentos intracelulares), o aumento no efluxo foi transiente. A curva
obtida pela diferenga entre os efluxos normalizados, em ambas as condig¢des
experimentais, demonstrou a presenga de um segundo componente, de
aparecimento tardio e provavelmente decorrente da entrada de Ca2* nas células.
Tanto na presenga quanto na auséncia de glicose, OX0-M aumentou o efluxo do
8Rb. OXO-M também aumentou a atividade elétrica induzida pela glicose. Em
11,2 mM de glicose, 0XO-M (0,1 e 10 puM) produziu diferentes efeitos sobre a
atividade elétrica. Em ambas as concentragdes, o agonista provocou o aumento na
freqiéncia de bursts. Por outro lado, em presenca de concentragdes micromolares
OXO-M induziu altera¢des multifasicas na atividade elétrica, caracterizada pela
inibi¢do transiente da atividade elétrica (i.e., polarizagdo da membrana), seguida
pelo aumento na freqiiéncia de bursts e por uma pequena despolariza¢io da
membrana na fase silente. O efeito polarizante da OXO-M foi inibido pela ChTX,
um bloqueador dos canais de K™ ativados por Ca?" (K¢,). A permeabilidade ao K*,
calculada a partir dos valores de efluxo do %Rb e de potencial de membrana,
aumentou durante a fase de polarizagio, mas n3o foi diferente do controle durante

o estado estacionario.

Concluindo, o efeito potencializador da OXO-M sobre a secre¢do de
insulina induzida pela glicose depende da ativagio dos receptores muscarinicos
do subtipo M3, presentes na membrana da célula B. Semelhante ao observado na

estimulagio por outros agonistas (p.e., ACh e CCh), o aumento na secrecgiio
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depende da presenga de glicose e Ca?' no meio extracelular. A polarizagio
transiente induzida por concentragdes micromolares de OXO-M representa a
ativagio dos canais K¢, Por outro lado, a permeabilidade ao K* no periodo
estaciondrio indica que a despolarizagdo da membrana nio é conseqiiéncia do
bloqueio de canais de K*, mas provavelmente da ativagdo de uma corrente sensivel
aos niveis intracelulares de Ca?* (CRAC). Assim, o balango entre a ativagdo dos
canais Ko, € CRAC poderiam determinar o grau de despolarizagdo induzida por
agonistas muscarinicos, mecanismo este provavelmente importante na modulagio

da secre¢do de insulina durante a estimulagio colinérgica.
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The effects of the muscarinic agonist oxotremorine-m (OX0-M) on insulin
secretion, 4°Ca and *Rb fluxes, cytosolic Ca2" concentration ([CaZ*]), and
electrical activity in pancreatic rodent B-cells were studied. In the presence of
glucose, OXO-M produced a dose-dependent potentiation of insulin secretion
from rat and mouse islets. Higher doses of OX0-M (50 pM) induced a biphasic
insulin response, both at low (5.6 mM) or high (16.7 mM) glucose concentration.
In a Ca**-deficient medium containing glucose (5.6 mM), OXO-M evoked only a
reduced first phase of insulin secretion. In the absence of glucose, 0XO-M (up to
200 uM) did not effected basal secretion. However, in the absence of glucose, but
at a depolarizing K* concentration (40 mM), OXO-M significantly increased
insulin release from incubated islets. The potentiating effects of OXO-M were
inhibited by the muscarinic receptor antagonists 4-DAMP (M3), p-F-HHSiD (M3>
M1>M2), and pirenzepine (M1) in a dose-dependent manner; half maximal

inhibitory concentration values were ~ 5, 20, and 340 nM, respectively.

cDNAs encoding for M1 and M3 muscarinic acetylcholine receptors
(mAChRs) were detected in rat pancreatic islet cells by polimerase chain reaction
(PCR) amplification techniques. The PCR products showed bands with the

expected base pair number corresponding to M1 and M3 selected sequences.

In other series of experiments, we studied the ionic movements under
muscarinic stimulation. At zero, 5.6 or 11.2 mM glucose, OXO-M increased the
[Ca?"]; in isolated B-cells. The increment in the [Ca®*]; was partially inhibited by
the addition of EGTA in the perifusion medium. OX0O-M (50 pM) also increased
43Ca efflux from islets perifused either in the presence or in the absence of Ca?*.
However, under the latter condition, the efllux (which reflects intracellular Ca%*

mobilization) was transient. The normalized difference between effluxes revealed
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the presence of a delayed and sustained second component, originating from the
extracellular space. Either in presence or absence of glucose, OX0O-M increased
86Rb efflux. OXO0-M also produced a dose-dependent increase on the glucose-
induced electrical activity. At 11.2 mM glucose, OXO-M (0.1 and 10 uM) had
two distinct effects: both concentrations increased the steady-state burst
frequency; however, micromolar concentrations of OX0O-M induced a multiphasic
change in the pattern of electrical activity, including a transient inhibition of
electrical activity and then a phase of high burst frequency, which was
accompanied by a small depolarization in the membrane during the silent phase.
The polarizing effect of OXO-M was almost completely suppressed by
charibdotoxin (ChTX), a blocker of the large conductance [Ca?'];-activated
potassium channel (K¢,). K*-permeability values, calculated from ®Rb efflux and
electrical measurements, increased during the polarizing phase, but was not

different from control values (no OX0O-M) during the steady state period.

In conclusion, the potentiation of glucose-induced insulin secretion by
OXO-M depends on the activation of a muscarinic M3 receptor subtype, present
in the B-cell plasma membrane. As already observed for others muscarinic
agonists, such as ACh and CCh, OXO-M potentiated-insulin secretion depends on
the presence of suitable amount of glucose and Ca?" in the extracellular medium.
The rapid and transient polarization induced by OXO-M (over 1 uM) represents
the activation of the maxi K'-channel. As OXO-M did not changed K'-
permeability during the steady-state period, the depolarizing effect of OX0O-M
does not reflects a decrease in K*-permeability. Instead, it may be the
consequence of activation of a current sensitive to the depletion of intracellular
Ca?" stores (CRAC). Thus, the balance between the activation of K¢, channel and
CRAC could dictate the degree of depolarization induced by muscarinic agonists.
Finally, although the K, channel was not implicated in the repolarization of

glucose-induced electrical activity in B-cells, our results support the idea that the
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maxi K*-channel could play a role in the cholinergic modulation of insulin

secretion.
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