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1. INTRODUGCAO

E fato comprovado que a secrecfio de insulina por ilhotas
fetais ou neonatais apresenta-se reduzida quando comparada & de
animais adultos (ASPLUND et alii, 1975; BAXTER-GRILLO, 1881
apud MOURMEAUX et alii, 1985; AMMON et alii, 1985; BOSCHERD et
alii, 1988; MOURMEAUX et alii, 1989; AMMON et alii, 1988).

A capacidade da glicose em estimular a secrecfo de
insulina em ilhotas fetais ¢é muito pequena, tanto em animais
experimentais (ASPLUND et alii, 1969; MILNER, 1968; WILLES et
alii, 1869; HEINZE & STEINKE, 1971; LAVINE et alii, 1971;
HEINZE & STEINKE, 197Z; SODOYEZ-GOFFAUX et alii, 1872; ASPLUND,
1873a; AMMON et alii, 1883) guanto em humanos (GRASSO et alii,
1968; OBENSHAIN et alii, 1970; PHELPS et alii, 1978). Todavia,
a observac8ic que algumas substéncias, tals comoc leucina,
arginina (LAMBERT et alii, 1968;: GRASS0 et alii, 1873) e
teofilina (LAMBERT et alii, 1871; KERVRAN & RANDON, 1880),
induzem a secreclo de insulina em ilhotaes de feto, sugere que
parte do mecanismoc sensor se encontra desenvolvido no estado
fetal. bSegundo os trabalhos de SODDOYEZ-GOFFAUX et alii (1878)
e ROTHEN (1980}, as células B fetais de rato, no 202 dia de
gestac8o, J& respondem a estimulos com uma grande variedade de
agentes; tails como: glicose, leucina, arginina e somatostatina.

Embora em menor grau, quando comparadas com as células B




adultas, estas células também s8o capazes de modular sua taxa
secretdria frente a estes agentes, de maneira dose-dependente.
Apesar da glicose ser incapaz de promover o padrfio de secrecHo
tipico da célula B adulta, as reservas de insulina s8o
adeguadas (SODOYEZ”GOFFAUX et alii, 1871) e o0 mecanismo
biossintético estd integro em c¢élulas B fetais (ASPLUND,
1873b).

Em adultos. a estimulac8o por concentracfes
insulinotrépicas de glicose provoca uma resposta bifdsica de
secrecdo, ou seja, uma elevag8io inicial rdpida, seguida de um
aumento secunddrio lento, que permanece enguanto o secretagogo
egtiver presente (GRODSKY et alii, 1967; CURRY et alii, 1968;
BURR et alii, 1969; CLEMENTS & RHOTEN, 1876). Estudos da
dindmica secretédria durante o desenvolvimento do péncreas de
rato demonstram o aparecimento de secrec8o monofdsica de
insulina, no periodo compreendido entre o 172 e 202 dias de
gestag8o (GIRARD et alii, 1874; RANDON & KERVRAN, 18979; KERVRAN
& RANDON, 1980; RHOTEN, 1980). Embora o padr8c bifdsico de
secrecdo tenha sido encontrado & partir do 212 dia de gestago
(RANDON & KERVRAN, 1879; KERVRAN & RANDON, 1880), a guantidade
de insulina liberada durante & 2 fase de secreclic foi
extremamente reduzida, gquando comparada a do péncreas adulto.
Estudos em humanos demonstram que o péncreas fetal Jja é
responsivo & glicose bem antes da 202 semana de gestac8o, mas
que o padrdo bifdsico de secrecl8o de insulina aparece somente

na fase pds-natal (OTONKOSKY et alii. 1988).




Assim, durante a fase perinatasl, a exemplo de outros
Org8os, o péancreas enddécrino passa por etapas criticas de
maturac8ic. Provavelmente muitos fatores influenciam este
processt € o conhecimento dos mesmos, reveste-se de grande
interesse.

Estudos conclusivos., relativos & questd8o acima relatada,
requerem uma gquantidade adequada de ilhotas fetais isoladas e
um sistema-modelo <que possibilite o controle das varidveis
individuais que possam estar envolvidas no processo de
maturacdo.

As ilhotés de Langerhans correspondem a wuma fracéo
reduzida da massa celular total do péncreas. Os avancos
recentes nc campo de investigacles no mecanismo de secreclo de
insulina, devem-se ao desenvolvimento de técnicas que
possibilitam superar as dificuldades encontradas devido a
reduzida massa tecidual, a localizacdo das ilhotas no péncreas
e a presenca de diferentes tipos celulares numa mesma ilhota. O
isolamento de ilhotas pancredticas, atravée do usc de
colagenase (MOSKALEWSKI, 1965 apud NIELSEN, 1985; LACY &
KOSTIANQVBKY, 1867 apud HELLERSTROM et &lil, 1879; ANDERSON &
HELLERSTROM, 1872), contribuiu substancialmente para os estudos
da fisiologia e bioguimica do péncreas endberino. Contudo, a
andlise dos mecanismos envolvidos no crescimento e
desgenvolvimento da célula B pancresdtica, reguer ilhotas obtidas
de animais fetais e de recém-nascidos, em gquantidades

adequadas. Em 1878, HELLERSTROM et sl1ii., descreveram & técnica




para cultura de tecido de pancreas fetal de rato,
poseibilitando isolar quantidades substanciais de ilhotas
fetais, compostas predominantemente de c¢élulas B. Apdés uma
gemana, o tecido em cultura sofre uma separactio completa entre
células enddcrinas e acinaresg, com 0 aparecimento de numerosas
ilhotas e atrofia das células exdécrinas. Ilhotas pancreédticas
podem ser mantidas em cultura por periodos superiores a 2
meses, com manutenc8o da func8o normal das células B’(KAISER et
alii, 1988).

As técnicaes de cultura, além do isolamento de ilhotas,
apresentam intmeras vantagens. Oferecem um modelo, wutilizado
para estudos dos mecanismos que regulam a neogénese das células
enddécrinas pancreaticas e sBua organizac8o em ilhotas durante o
periodo de vida perinatal (DUDEK et alii, 1880). Também
permitem estudos das influéncias e da manipulacBo de fatores
individuais na maturagio do acoplamento entre o estimulo e o
mecanismo de secrec8oc. Portanto, a cultura de tecido fornece
uma possibilidade tnica de acompanhar e influenciar o
crescimento e maturac8o funcionel das ilhotas pancreéticas.

Alguns pesquisadores demonstraram gque a maturacdo da
resposta secretdriz estd relacionada & concentraclo de glicose
no meio de cultura. FREINKEL et alii {18978} wverificaram um
aumento progressivo na secrecBo de insulina peles ilhotas
fetals (21.5 dias) de rato apds 1, 4 e 7 dias de cultura em
meioc contendo 11,1 mM de glicose. Contudo, n8c foi observada

uma 28 fase de secregBo de insulinae completa. Verificou-se
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também a ocorréncia de uma maturacsio substancial da secrec8o de
insulina em ilhotas fetais (21,5 diaes) de rato, cultivadas por
7 & B dias em presenca de 11,1 mM e 22.2 mM de glicose
(HELLERSTROM et alii, 1879). DUDEK et alii (1984) relataram que
a expogig8o de ilhotas fetais (21,5 diaes) de rato, a 11,1 mM de
glicose, durante 7 dias, resulta em mudancas na célula B,
respoﬁaéveis pOor uma secregdo de insulina elevada e bifdsica. E
concluiram que a glicose é um potente fator. atuante no
subsequente desenvolvimento "in vitro” das ilhotas fetais. Este
desenvolvimento envolveria aumento no contetido e liberacHo de
insulina, poliploidia (aumento no contetdo de DHA) e
hipertrofia {aumento no volume da ilhota); mas n8o envolveria
hiperplasia (aumento no namero de células B). Por outro lﬁdo
MOURMEAUX et alii (1885) n8o observaram melhora significativa
na resposta & glicose., em ilhotas fetais, apés um periodo de
cultura de 8 dias, em meio contendo 10 mM de glicose. As causase
para estas discrepéncias ndo s8oc claras, embora discuta-se que
elas possam ocorrer devido a variacSes tanto na concentracBo de
glicose, quanto na concentrag8oc de soro fetal bovino e outros
compostos do meio de cultura (DUDEK et slii, 1884).

Deste modo, vArios parametros possivelmente envolvidoe na
progress&o natural dos eventos, gue conduzem & total
competéncia secretdria de insulina, devem ser cuidadosamente
controlados.

Na fase de vida perinatal, ocorre elevac8ioc na concentrac8o

de variosg hormfénios circulantes, tais comc hormbnio do




crescimento (CORNBLATH et =21ii, 1985 apud NIELSEN, 1982),
prolactinae e lactogénio placentdrio (ARAGONA & FRIESEN, 1878
apud NIELSEN, 1982) e triiodotironina (FISHER et alii. 1977
apud BOSCHERO et alii, 1888). O processo de maturacBo da
resposta secretéria da célula B pancredtica gque ocorre nesta
fase do desenvolvimento, poderia esgstar na dependéncia de um
destes hormdnios e/ou de um conjunto de substéncias inter-
relacionadas gque induziriam gradativamente ao comportamento
secretdrio tipico de ilhotas adultas.

No contexto geral, € pertinente lembrar a presenca de
fatores diabetogénicos na hipéfise, que fol reconhecida, quando
descobriu-se que a hipofisectomia melhorava os sintomas
diabéticos em cdes pancreatectomizados. Por outro lado,
extratos de hipdéfise, bem como hormdénic do crescimento (GH)
puro, poderiam induzir o diabetes no cHo (HOUSSAY, 1980 apud
NIELSEN, 1982; BENNET & CURRY, 1976 apud NIELSEN, 1982). Desde
entdo, numerosos estudos clinicos e experimentais "in vivo”,
tém discutido o papel dos hormdnics hipofisdrios na homeostase
da glicose e seus efeitos sinergisticoe e antagbnicos na funcio
das ilhotas pancredticas.

Estudos "in vitro", relatam que a secreg8o de insulina
glicose~induzida, em ilhotas isoladas de ratos
hipofisectomizados, estd diminuida, gquando comparada &agquela
observada em ilhotas de animais normais ou hipofisectomizados,
tratados com GH (MARTIN & GAGLIARDING, i867 apud NIELSEN, 1882:;
MALAISSE et alii, 1968 apud NIELSEN, 1882). Além disso, o GH




parece induzir hiperplasia das células insulares (MARTIN, 1970
apud NIELSEN, 1882:; HELLERSTROM, 1877 apud NIELSEN, 1882) e
influenciar o crescimento fetal e desenvolvimento do péncreas
endécrino (HOET et alii, 1875 apud NIELSEN, 1982).

Em relag8o a triiodotironina (Ts) BOSCHERO et alii (1989)
n8c obeservaram aumento na sensibilidade & glicose, em ilhotas
de rato neconatal ou adulto, cultivadas por 7 a 8 dias, em
presenca de 10 uM de Ta.

Os primeiros relatos que a prolactina (PRL) poderia
influenciar o metabolismo de carboidratos, foram de SINKOFF &
BODO, em 1953 (apud KATZ et alii, 1981) e HOUSSAY & PENHOS, em
1888 (apud KATZ et alii, 1981); ambos mostrando que a
administracio der PRL ovina promovia efeitos diabetogénicos em
c8es. Posteriormente em pacientes hiperprolactinémicos com
adenomas hipofisdrios, alguns estudos demonstraram um efeito
diabetogénico da PRL (TOURNIAIRE et alii, 1974 apud KATZ et
alii, 1881; LANDGRAF et alii, 1877) enquanto outros n8c (HAGEN
et aiii, 1978; EVERSMAN et alii, 1978). De acordo com KATZ et
alii (1981), em humanos, o efeito da PRL no metabolismo de
carboldratos € pequeno & a hiperprolactinemia n8o prejudica &
utilizac8Bo periférica de glicose ou secregBio de insulina.
Portanto, as funcBes da PRL na homeostase da glicose, n#o est8o
ainda totalmente esclarecidas.

A  hiperinsulinemia € uma caracteristica 1importante e
figiologicamente comum da prenhez {(SPELLACY & GOETZ, 19683 apud
SORENSON & PARSONG, 1985: KITZMILLER, 1980 apud BSORENSON &




PARSONE, 1985). Apesar de numerosos esgtudos, a causa da
insulina plasmdtica elevada e seus mecanismos de controle n8o
est8o inteiramente elucidados. De acordo com NIELSEN et alii
(1986) o efeito resultante da prenhez, na ac8o e liberac8io de
insulina “in vivo”, depende de uma interaclo complicada entre
varios hormdénios e metabdlitos. Fol sugeridc gque a manutencéo
da concentrac8o plasmdtica de horménio lactogénio elevada, €& um
fator que contribuil para esta hiperinsulinemia (GUSTAFSON et
alii, 1880). Esta sugestlo ¢é consistente com a presenga de
insulina plasmdtica elevada, em animais e humanos, portadores
de tumores que secretam PRL (GARAY et alii, 1971; GUSTAFSON et
alii, 1878).

Intimeras outras evidéncias indicam gque lactogénlos, na
forma dsa prolactina ou lactogénio placentario, exercem
influénecia na modulac8io da funcio da célula B. SORENSON &
PARSONS (1985) observaram em péncreas isoladc perfundido, de
ratas hiperprolactinémicas (prenhas e portadoras de tumor
mamossomatotrdfico METW1S), uma reducBo no limiar de secrecso
de insulina promovida pela glicose e um aumento na resposta
secretdria frente a concentrac8es supra-limiares de glicose.
Dados semelhantes J& haviam sido obtidos em relagBc a ratas
prenhas {GREEN & TAYLOR, 1872) e em relac&~ a tumores
éecretores de PRL (PARSONS et alii, 1983). Além disso, humanos
hiperprclactinémicos (LANDGRAF et alii,1877; GUSTAFSON et alii,
1878:; GUSTAFSON et alii, 1980) e Thumanos tratados com
lactogénio (BECK & DAUGHADAY, 1867 apud SORENSON et alii. 1987b;




GUSTAFSON et alii, 1978) apresentaram hiperinsulinemia apds uma
scbrecarga de glicoee. Também "in vivo™, - ratas
hipofisectomizadas tratadas com lactogénio tiveram a secrecso
de insulina normal restaurada (MARTIN & FRIESEN, 1869; MALAISSE
et alii, 188689). "In vitro”, NIELSEN (1982) observou secrecdo de
insulina elevada, em ilhotas pancredticas adultas, cultivadas
com PRL ou PL.

Em adic8o asos efeitos dos lactogénios na sensibilidade das
ilhotas & glicose, também fol observado que eles podem modular
o acoplamento Juncional (gap-junctions) entre as cé€lulas B de
uma ilhota. "Gap Jjunctions" s8o canais proteicos transmembrana
que unem diretamente os citoplasmas de células adjacentes,
fornecendo vias de troca intercelular de ions e pequenas
moléculas hidrosoliaveis. Estas Juncdes celulares 880
encontradas em muitos tecidos e em praticamente todas as
egpécies animais. Desempenham importantes implicacdes
funcionais, acoplando elétrica e metabolicamente, células em
contatc (ALBERTS et alii, 1988). A presenca destas juncles em
ilhotas pancredticas € bem documentada (ORCI et alii, 18973;
ORCI et alii, 1975;MEDA et alii, 1979; MEDA et alii, 1880s;
MEDA et @&lii, 1880b; MEDA et alii, 1982: MEDA et alii, 1883).
Varios estudos tém demonstradce a transferéncis de moléculas de
corante (MEDA et alii, 1982;: MEDA et alii, 1883; KOHEN et =alii,
1978; MICHAELS & GCHERIDAN, 1881; MICHAELS, 18BZ2sa); ions
(MEISSNER, 1876; EDDLESTONE et alii, 1884) e metabdélitos

radiomarcados (MEDA et alii, 1881) entre ¢élulas B de uma
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ilhota. Embora a fungfoc destas juncdes nfo seja clara, vﬁrioé
autores sugerem uma possivel relagl8c entre aumento na secrecdo
de insulina, com aumento do némerc de "gap-junctions” e do
processc de transferéncia juncional entre células B (MEDA et
alii, 1979; MEDA et alii, 1983; KOHEN et alii, 1979; SORENSON
et alii, 1983; SORENSON & PAREONS, 1985). Também foi
demonstrado que no interior de uma ilhota, muitas das células
endécrinas 880 eletricamente sincronizadas. Isto possibilita o
aclopamento de grupos de células, as quais respondem a
secretagogos naturais e farmacolégicos, de maneira rdpida e em
conjunto (MEDA et alii, 1984).

Retomando & andlise dos efeitos dos lactogénios & nivel
desta Juncdes intercelulares, exitem relatos de gque &
transferéncia de corante entre c¢élulas B, foi aumentada
acentuadamente em ilhotas de ratos portadores de tumor MtTW1S5:
de ratas lactantes no dia do desmame (MICHAELS, 1982bL; MICHAELS
et alii, 1887}, e de ratas infundidas com PRL-ovina por mais de
4 dias (SORENSON et alii, 1987b). Em todas as situacgles, as
concentrag8es plasméticas de lactogénios apresentavam-se
elevadas. Também foil observado um maior acoplamento entre as
células B, em ilhotas de rato adulto tratadas com PRL "in
vitro” (MICHAELS, 1882b; MICHAELS et alii. 18987) e em ilhotas
neonatais cultivadas por 4 a 21 dias e a seguir tratadas com

PRL por 4 dias (SORENSON et alii, 1987a).
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A prolactina e o lactogénio placentidrio +também foiam
efetivoe em estimular a produglic de insulina e sintese de DNA
em ilhotas de rato neonatal apdes exposic8o por 24 horas
(NIELSEN, 1882).

Os dados obtidos por SORENSON et alii (1887a), indicam que
a PRL n#o estimula diretamente a secrec8o de insulina, nem
amplifica diretamente o #sinal de glicose, mas, altera
fundamentalmente a sensibilidade das células B & glicose.

Em conclusBio, pela bibliografia acima citada, parece de
consenso geral gue a prolactina € um importante sinal enddcrino
na alterag8o da estrutura e func8o da célula B pancredtica,
durante a fase de vida perinatal. Contudo. o8 mecanismos
envolvidas nas mudancas, na secreclo de insulina e homeostase

de glicose. induzidaes pela PRL, 880 ainda desconhecidos.




Z. OBJETIVOS

Diante das intmeras evidéncias encontradas na literatura,
da provavel participac8o da prolactina no processo de maturacéo
da resposta secretdria das células B pancredticas no periodo de
vida perinatal, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito
do referido horménio sobre algumas etapas importantes do evento
secretdério. Para isto, foram avaliados os efeitos da PRL socbre
a permeabilidade aos ions potédssio e cdlcio, além da secrecdo
de insulina, em ilhotas de ratos necnatais, mantidas em

cultura.
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SB. MATERIAL BE METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram wutilizados aproximadamente 1600 ratos albinos
wistar, de ambos os sexos, de no mdximo 48 horas de vida,
fornecidos pele Centro de Biloterismo da Universidade Estadual

de Campinas.

3.2. CULTURA DE TECIDO

A. PREPARO DO MATERIAL CIRURGICO, VIDRARIA E SOLUCSES

As tesouras e pincas utilizadas na cirurgla foram
cuidadosamente lavadas em &dgua corrente de torneira e em dgua
deaionizada, secas em estufa a 40-42 °C e mantidas em becker
contendo &lcool, durante o procedimento cirdrgico.

Toda & wvidraria empregada (placas de Petri, tubos de
ensaio, pipetas, becker, garrafas), bem como material plastico
{ponteiras, tampas, rolhas} foram submetidos &a condigles
especials de lavagem, descritas a seguir. Inicislimente,
permaneceram por 24 horas mergulhados em &gus contendo 1 a
2 g/l de um detergente especifico para limpeza de laboratorio
{NEC LIMP 20). Apbés este periodo, foram cuidadosamente lavados
com bucha, enxaguados 10 vezes em dgua corrente de torneira e 5
vezes em dgua desionizada. Para a secagem, © material foi

mantido em estufa a 40-42 °C, por 24 horas. A seguir, cads
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unidade foi embrulhada em papel aluminio, sendo a vidraria
esterilizada em forno (2 horas a 180 °C) e o material plédstico
em autoclave (20 min a 120 °C).

A dgua wutilizada no preparo do meio de cultura e da
soluc8o de Hanks (HANKS e WALLACE, 1848 apud HERCHUELZ, 1880),
fol previamente destilada, desionizada, autoclavada por 20 min
a 120 °C e apdés esfriada, filtrada através de membranas
estéreis (filtro millipore, MILLEX-GV, 0,2 um filter unit; AP
1504200, GSTF 04700). Todo o processo de filtrac8o da &gua,
dissoluc8o e filtrac8o dos sais foi realizado sob fluxo laminar
(Modelo VLFS 12 m, VECO, Campinas, SP).

Como solucBo nutritiva para o cultivo das ilhotas, foi
utilizado 0 Meio Essencial Minimo (MEM - EARLE). Este foi
preparado através de dissolug8o lenta, sob constante agitacéo,
num volume de 1 1litro de 4édgua, previamente preparada. Apds a
dissolug8o total do pb, foram acrescentados 2,2 g de
bicarbonato de 86dio. A =2o0luc8o apresentou pH 7.4 * 0,256 e
osmolaridade 280 + B mOsm/1 .0 meio para cultura foi
esterilizado por filtracBo, como descrito anteriormente para a
dgua e distribuido em frascos de 100 ml. As aliquotas foram
armazenadas em cémara fria e para o uso, cada uma delas foi
suplementada com 11% (vol/vol) de soro fetal bovino estéril, 2%
de wuma mistura dos antibiéticos penicilina (100 U/ml) e
estreptomicina (0,1 mg/mi) e 0,5 ml de soluclio de glicome (25%
g/ml}, para obter uma concentracl8o final de 10 mM de glicose.

Cabe destacar a utilizacBo de um meio contendo glutamina,
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considerando-se a importéncia deste aminodcide durante a
manutencso em cultura de ilhotas de rato, no subsequente
desempenho metabélico e secretdrio destas ilhotas (OSTENSON &
GRILL, 1886). Antes do uso, cada frasco permaneceu em estufa a
37 °C por 48 horas. Né&o havendo proliferacéo de
microorganismos, o mesmo foi utilizado para a cultura do tecido
em estudo.

A soluc8Bo de Hanks também foi filtrada e distribuida em
frascos de 100 ml. Assim como o meio para cultura, esta foi
testada em estufa para assegurar sua esterelidade.

A Prolactina wutilizada foi diluida em solug8o de NaHCO=
(4.2 mg/ml), pH 8,0, também previamente esterilizada por

filtracHo.

B. OBTENCAO DAS ILHOTAS DE ANIMAIS RECEM-NASCIDOS

As ilhotas foram obtidas segundo o método descrito por
HELLERSTROM et. alii (1879}, ligeiramente modificado.

Para cada experimento, aproximadamente 40 animais foram
sacrificados por decapitagBo. Apds assepsaia da regifio
abdominal, realizada com auxilio de algod&oc embebido em dlcool
(86 GL),. procedeu-se & laparotomia para a exposic8o e
extirpacdo dos péncreas. HEstes foram a segulr reduzidos =&
fragmentos de cerca de 0.5 mm® , com o auxilio de tesoura e
lavados com solugdo de Hanks. 0O tecido fragmentado foi
tranaferido para um tubo de ensaioc com tampa. Para facilitar a

separagdo das 1ilhotas das células acinares, foi realizado um




16

tratamento com colagenase (0,44 U/mg). Apds adiclBo de 5 mg da
enzima ac material contido no tubo, este Gltimo foli agitado
manuaimente por 5 min, em banho-maria a 37 °C. A seguir, o
material fcoi 1lavado 5 vezes, com solucBoco de Hanks, para
eliminar a colagenase, bem como possiveis contaminantes
adguiridos durante o procedimento cirdrgico. Cada lavagem foi

seguida de centrifugacio e descarte do sobrenadante.

C. CULTURA DAS ILHOTAS NEONATAIS DE LANGERHANS

0 estudo da fisiologia do péncreas enddcrino € bastante
dificultado pela reduzida massa tecidual. Contudo, essa
dificuldade pode ser contornada através da cultura de
fragmentos de péncreas. Em cultura, a parte acinar do péncreas
degenera, sobrevivendo apenas o tecido endécrino ou 1ilhotas
{(fig. @ a 11), as qualis, segundo MOURMEAUX et alii (1985),
mantém as caracteristicas fisioldgicas do momento em que foram
extraidas do animal fetal ou recém-nascido. A manutencl8o de
ilhotas pancredticas em cultura, além de permitir a obtencdo de
gquantidade adequada de c¢cé&lulas, possibilita o tratamento
hormonal crénico.

Apds ¢ tratamento enzimitico e remoclBo da colagenase, o
tecido pancredtico parcialmente digerideo (ilhotas mais tecido
acinoso) foi transferido para placas de Petri tipo pyrex
(didmetro 100 mm). contendo 8 ml do meilo de cultura. 0 meio
prara cultura foi trocado a cada 48 horas. A montagem e manuseio

didrio das placas foram feitos sob fluxec laminar. Uma parte das
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ilhotas em cultura serviu como controle e a outra recebeu
tratamento didrio com 2 ng/ml de PRL (SORENSON et alil, 1887a).
As placas foram mantidas em estufa (NBS COz INCUBATOR; Model
C0-20; NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, NEW BRUNSWICK, N.J., USA) a 37
*C, numa atmosfera umidificada e sob gaseamento continuo, com
mistura ar atmosférico-didéxido de carbono (5%}, por 7 a 8 dias.

Apds este pericdo, as ilhotas pancredticas livres de
tecido acinoso, foram destacadas da base da placa de cultura e
ressuspensas por leve agitac8o do fluido de cultura. A seguir,
foram individualmente c¢oletadas sob lupa, por aspirac8o com
pipeta Pasteur previamente siliconizada e estirada; €

utilizadas para experimentac8o.

3.3. EFLUX0O DO 88Rb+ DE ILHOTAS 1SOLADAS

O B6Rb* ¢é um tragador amplamente empregado como substituto
do 42K+, em estudos do efluxo desse ion, em uma série de
técidos, inclusive em ilhotas pancredticas {SEHLIN e TALJEDAL,
1874; BOSCHERC e MALAISSE, 1977; BOSCHERO et alii, 1988;
CARNEIROC, 1988). A utilizag8o do 42K+ como radioisdétopo do 3BK+
é inviabilizada pela sua meia-vida muito curta (12,3 horas).
Devido a semelhanca da razBo do efluxo do #2E+ e do 88SEbr
{BOSCHERO e MALAISSE, 1977; DAWSON et alii, 1S988) utilizamos o©
efluxo do BERb como um indice da permesbilidade do K.

Para & anédlise do efluxo do B8€Rb+, 100 =& 150 ilhotas
controle ou tratadas cronicamente com PRL foram incubadas por

80 min, a 37 °C, em soluc8o de Krebs-Ringer (KREBS & HENSELEIT,
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1832 apud HERCHUELZ, 1980) contendo 16,7 mM de glicose e 88RbCl
(15 a 30 puCi/ml). Durante os 10 min iniciais da incubacBo, o pH
(7,4) foi equilibrado com carbogénio (85% Q= / 5% COz). Apds o
periodo de incubag¢8o, as ilhotas foram lavadas 2 vezes com
Krebe n8c radicativoe e imediatamente transferidas para 2
cmaras de perfusfo (vol 0,3 ml) as quaies continham um filtro
poroso (didmetro do poro = 78 um) de acetato de celulose
(MILLIPORE, SCWP 01300). As cémaras foram conectadas a un
eistema de perfuslio constituido de dois recipientes ligados por
intermédic de catéteres cilindricos a uma torneira de duas
vias. As solu¢des perfusoras contidas nos recipientes foram
mantidas a 37 °C e equilibradas com carbogénio pars manutenc&o
do pH a 7,4, durante toda a perfus8o. A raz8o de fluxe do
sistema perfusor foi de 1 ml/min, impulsionado por uma bomba
peristdltica (HOLTER PUMP S 900 EXTRACORPOREAL MED SPEC INC,
KING PRUSSIA Pa).

A perfus8ic foi iniciada imediatamente apds a transferéncia
das ilhotas para as cémaras e conexf8o das mesmas ao sistema. A
solugdo perfusora foi proveniente do primeiro reservatdrio, do
1° ao 40° min; do segundo reservatério, do 41° ac 80° min e
novamente do primeiro reservatdrio do 61° ao 80° min, gquando se
encerrou a perfusBo. Os 20 min iniciais serviram para adaptacho
dag ilhcotas ac sistema. As amostras de perfusato Fforam
coletadas em frascos de polietileno, a intervalos regulares de

2 min, do 20° ao 80° min. A radioatividade contida no efluente
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de cada frasco foi medida em contador de particulas beta
(BECKMAN LS 100C, MADE IN USA), através do efeito CERENKOV.

Como j& foli discutido, a metodologia descrita permite-nos
estudar a permeabilidade ac K* ou Rb>. Nestes experimentos
foram verificados inicialmente os efeitos da glicose sobre o
efluxo do S8Rb+*, uma vez que &a glicose & um secretagogo
fisiolbgico da secregfo de insulina. A seguir, foram analisados
os efeitos de duas drogas que atuam & nivel da permeabilidade
idnica estudada. A tolbutamida, que provoca o fechamento dos
canais de K+ modulados por ATP e a diazoxida, que induz a
abertura dos mesmos (HENQUIN & MEISSNER, 1882; TRUBE et alii,
1986). As alteracBes na solucBio perfusora (com glicose,
tolbutamida ou diazoxida) ser8c descritas nos resultados.

Os resultados serfio expressos como a raz8o fracional do
efluxc, ou seja, comc a percentagem do total de BSRb+ contido

na ilhota, liberado num determinado intervalo de tempo.

3.4. EFLUX0C DO 45(a2+ DE ILHOTAS ISOLADAS

Para andlise do efluxo do <48CaZ2+, grupos de 100 a 150
ilhotas foram incubadas durante 80 min, a 37 °C, em soluc8o de
Krebs contendc 16,7 mM de glicose e 48CaCl (180 a 200 uCi/ml},
sendc o pH 7,4 eguilibrado durante os 10 min iniciais com
carbogénio.

Apbs a incubac8o, as ilhotae foram lavadas 4 vezes com
Krebs néo radiocativo & rerfundidas segundo descrito

anteriormente. O periodo de adaptacBico das ilhotas ao sistema
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foi de 30 min, sendo as amostras coletadas do 32° ao 80° min. A
solucl8io perfusora acrescida de 0,5 mM de EGTA e sem adicBo de
Ca=2+, foi proveniente do 1° reservatédrio (contendo 1,8 mM de
glicose), do 1° ac 44° min e do 2° reservatério (contendo
16,7 mM de glicose), do 45° ao 80°min. O efluente foi coletado
a intervalos regulares de Z min, sendo a raz8o de fluxo do
sistema de 0,8 ml/min. A cada aliquota utilizada para leitura
do 45Ca, foil acrescentado 6 ml de liguido de cintilacBo. A
contagem das desintegracdes fol feita em contador de particulas
beta. 02 resultados serdco expressos como efluxe fracional do

45Ca (¥%. min—1).

3.5. SECRECRO DE INSULINA DE IIHOTAS ISOLADAS

Para andlise da secrec8o dinédmica de insulina, grupos de
100 a 150 ilhotas foram incubadas durante 80 min, a 372C em
sclugBo de Krebs contendo 16,7 mM de glicose., sendo o pH 7.4
equilibradc durante os 10 min iniciais com carbogénio. Apés
incubac8o, as ilhotas foram transferidas para o sistema
perfusor. 0 periodo de adaptag8Bo das ilhotas ao sistema foi de
34 min. Neste casc. a solug8o perfusora continha 1,0 mM de
Ca2+. As amostras de efluente foram coletadas a intervalos
regulares de 0,5 min, do 352 ao 652 min; em banho-maria gelado
{C & 4°C) e armazenadas a -20°C. A insulina secretada foi
posteriormente dosada através de radioimuncensaio (DESBUQUOIS &
AURBACH, 1871). Os resultados serfioc expressos em pg/ilhota por

min.
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3.6. CONTEUDO TOTAL DE INSULINA DE ILHOTAS CULTIVADAS

0 conteldo de insulina foi avaliado nas ilhotas controle e
tratadas com PRL apés o periodo de cultura. Para isso,
procedeu—-s8e inicialmente & extracgdio de insulina de grupos de 10
ilhotas, as quais foram mantidas durante 24 horas, a 4 °C, em
1,0 ml de soluc8o dcido-dlcool. Apds extrac8o, foram feitas as
dilui¢les necesedrias e a insulina fol dosada pelo método

descrito por DESBUQUOIS & AURBACH (1871). Os resultados ser8o

expressos como uyl/ilhota.

3.7. IRCORPORACAO DO 45Ca POR ILHOTAS ISOLADAS

& técnica utilizadg foi originalmente descrita por HELLMAN
et alii (1976). Ilhotas foram coletadas a partir das placas de
cultura e distribuidas em grupos de 100 a 130, em 3 frascos (A,
Be C} de wvidro, siliconizados, de aproximadamente 3 cm de
altura e 0,5 cm de di8metro. A seguir, as ilhotas foram pré-
incubadas por 30 min em solugfio de Erebs modificado, tamponado
com 10 mM de HEPES, a pH 7.4, contendo 2,8 mM de glicose, e
gaseado com oxigénio puro. Apée este periodco. segulu-se uma
incubag8o por 5 min em 100 ul de soluc8Bo de Krebs contendo
48CaClz (8% wCi/ml),. modificada de acorde com a esituagdo
experimental. O frasco "A" continha ¢ mesmo Krebs utilizado
para a pré-incubacBio; ao frasco "B" foi adicionado Krebs

acrescido de 16,7 mM de glicose, e ao frasco "C" adicionou-se
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Krebs contendo 30 mM de K+. A osmolaridade desta Gltima solugdo
foi mantida através de uma reduc8c na concentragBo de NaCl.

Imediatamente apés os 5 min de incubagdc, a reac8o foi
interrompida pela adicdoc, em cada frasco, de 0.9 ml de soluglo
de LaCls a uma concentrac8o final de 2,0 mM, a 0 °C e pH 7,4. O
sobrenadante de cada frasco (A, B e C) foi transferidoc para
outros 3 tubos de ensaio (A, B e C) para posterior preparo do
padr8o externo ou MAXIMO (MAX). A cada frasco contendo as
ilhotas, foi adicionada novamente solucBc de LaClz e foram
mantidos durante 60 min, a 0 °C. O sobrenadante foi descartado
e as ilhotas foram lavadas 3 vezes com a mesma eoluclBc de
cloreto de lanténio a 0 °C. As ilhotas foram transferidas para
placas de Petri pegquenas (5 cm de difimetrc) e recoletadas em
grupros de quinze, em frascos de polietileno contendo 1 ml de
dgua destilada.

Todas as etapas pés—incubac8o foram executadas a baixa
temperatura (0 °C), obtidas através do uso de banho-maria
gelado.

De cada uma das placas de Petri, transferiu-se também um
volume de liguido igual ao transportado Junto com as ilhotas
durante a reccleta das mesmaes. Esse volume, coletado em
duplicata, serviu para a avaliag8o da radicatividade contida no
meio (BG). O valor do MAX foi obtido através da avaliaclo da
radicatividade contida em 50 ul do sobrenadante radiocative (0,1
ml de 45CaClz mais 0,9 ml de LaClz ), em triplicata para cada

situaclo experimental.
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A cada frasco de polietileno foram acrescidos 8 ml de
liguido de cintilagsic , e & radioatividade foi medida em

contador de particulas beta.

A guantidade de 45Ca incorporado por ilhota foi caleulads
rela multiplicac8c de um fator F pelo nimero de cpm de cada
frasco. apds a subtrac8o do BG correspondente.

0 fator F foi obtido pela seguinte equacHo:

F = 1000

cpm do MAX x 15

onde :

1000 = guantidade (pmol) de Ca2+ contida em 1,0 ul do meio
de incubac8o (concentracdo de Ca2+ = 1,0 mM).
cpm do MAX = nlimero de cpm contidos em 1,0 ul do meio de

incubacio.

15 = nmimero de ilhotas coletadas em cada frasco.

Os resultados serso expressos em pmol de Ca2+ /ilhota por

5 min.




3.8. ANALISE HISTOLOGICA DE ILHOTAS CULTIVADAS

Grupos de 50 ilhotas foram coletadas apés 7 dias em
cultura e fixadas durante 24 horas em solug8o de Bouin. Apébs
este periode foi realizado um tratamento para desidratac8o das
cé&lulae. Para isto, as 1ilhotas foram processadas em bateria
alcobdlica (70, 80, 80 e 100% v/v), em intervalos de 1 hora. A
diafanizacBo em xilol foi feita durante 20 min. O tecido foil
mantido durante 1 hora em banho de parafina e & seguir incluido
num bloce de parafina. Foram feitas secgles de 3 um de
espessura € as la8minas foram coradas com Hematoxilina -eosina.
As fotomicrografiss foram obtidas em microscopio 6ptico {(CARL

ZEISS DO BRASIL S.A.).

3.9. RADIOISOTOPOS E REAGENTES

Todos o8 sais, bem como a D glicose e demais substéncias
adicionadas ao meio de isolamento e/ou incubacg8o possulsm grau

analitico de pureza (P.A.).

Os radloisdtopos e reagentes utilizados e suas respectivas

fontes 880 08 segulntes:
Albumina bovina frac8o V; EGTA (Ethylene Glycol bis - (B~
Aminoethyl Ether) N,N,N°, N° -~ Tetraacetic Acid); Tolbutamida;

Diazoxida : Sigma Chemical Company., S5t. Louis, MO, USA.
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Colagenase ({Collagenase aus Clostridium histolyticum,
Lyophilisat): Boehringer Mannhein GmbH, W. Germany.

B8RKC1, +48Call, frascos de polietileno: New England
Nuclear Research Products, Boston, Ma, USA.

1287 -~ Insulina: Laboratério Fleury, S.P.

Anticorpo anti-insulina de rato: Laboratoire de Medecine
Experimentale, Université Libre de Bruxelles, Bruxelles,
Belgium; doado gentilmente pela Dra. V. Leclercg-Meyer e pe}o
Dr. W. J. Malaisse.

Prolactina ovina (na forma liofilizada): NIADDK, NIH,
BALTIMORE, M.D.:; doado gentilmente pelo Dr. Rieti.

Tolueno: MERCK S.A. Inds. Quimicas

Tinovetin: COEMA Produtos Industriais e Tecnologia Ltda

Omnifluor: New England Nuclear, Albany, 3t. Boston

MEM-EARLE, soro fetal bovino estéril, penicilina-
estreptomicina: CULTILAR Materiais para cultura de cé&lulas,

Campinasg, S.P., Brasil




3.10. SOLUCBES

yas

As soluctes utilizadas apresentaram ag seguintes
composigles:
Hanks (HANKS & WALLACE, 1949 apud HERCHUELZ, 1880):
S A 8,000 g
L 0,400 g
Callae . 2ZHal. .. i e e e e e e 0,185 g
MgSla . THaO . . . L i it i it it neneaann 0,200 g
NaeHPO4 . TH20 . . .. . o e e i e et 0,087 g
8 0= 0 g,060 g
NaHOm . ittt s it it e e e e ettt et s e e mam e nan e 0,380 g
HzO delonizada (Q8P ). . i i it i ittt s ceemnaman e 1,000 1

Meio Essencial Minimo — MEM {(em mg/1):

Saie inorgénicos:

- T O 264,87
0 400,00
L R - 200,00
0 5.800,00
NeHePOa . HaO. oo L. i a s 140,00

e %o T I o V- Y 8,80
Imargininag . HCL. .. o i it it e e e e e e e e em e n 126,00

Imasreraging .« HoeO. oo e e e e e e e e e e e e e e e w s 15.00

Boido L~asmdrtico. i it i e e e e e e e e e e 13,30




Vitaminas:

o= e 2 31,28
dcido Lglut8mico. i it it i i i i ittt et e 14,70
L—glutaming. . . . it i st s e e et s s e e 292,00
F= LI a3 I+ V- Y U 7,50
L-histidina . HC1.H20. .. .. ... .. ... ... ...... 42,00
L-isoleucina. ... ... . ittt cian 52,00
e S U T o S 52,00
I-Iisina . HCLl. . ... i et i i anes 72,00
L-metionina. . ... ...ttt cm i 15,00
L~fenilalanina. .. ... ...t iniinennn 32,00
FIES o3 1o J 1 5 o ¥ S 11,50
=1 A 1« - 10,50
ISR v oY £« B 1« - AN 48,00
I-triptofano. .. ... .. i 15,00
L—tirosing. . « ...t e e aeaan 52,10
L—valina. ..ot s it ittt it eccaarananen 46,00
pantotenato de cdlcio. ... .. . i i, 1,00
cloreto de colina. .. ... ... .. iiianans 1,00
acido f6lico. . i i i 1,00
Inositol. . i et et 2,00
nicotinamida. ... .. .. i i e e e 1,00
piridoxal 2 05 1,00
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Outros componentes:

EliCoBE . L i Lt e et et e b s 10048.,00

vermelho de fenol. .. . .. . i e i 10,00

Erebs ~ Ringer (KREBS & HENSHELEIT, 1832 apud HERCHUELZ. 1880):

1 26,886 g
NaHCOE . .« i o i it it it it ittt i e s 8,085 g
0 1,482 ¢
MgCl=.8H=20........ R LR 0,813 g
CaCle.2HaO0. . . i i i e aeaes 0,688 g
Hol deionizads (A8D ). i i e i tm e mmmnmcaesnns 1.000 1

Acrescentou-~se & soluglo no momento do uso, 2 mg/ml de albumina

bovina frag8co V.

Liguido de cintilac8o:
Tolueno{MERCK ) . . ... ittt s e 70 % {vol/vol)
Tinovetin [(COEMA Produtos Industriais e Tecnologia
Ltda}, (agente tensocative)l............. ;30 % (vols/vol)
Conifiuor (NEN - HNew England HNuclear, Albany,

5t Boston) {cintilador orgénicol........ 400 mg/ml
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Soluclio de Lanténio
Solug8o concentrada. .. oo i rrenennneanann 12,5 ml

Compogta por (em g/250 ml)

NaCl........onooa... 8,1232
KCi.. ... ... 0,3503
CaCle.2H=20.......... 00,3824
MgCl=a . BH20. ... ... ... 00,3598
Ha0 destilada. ... .. ittt innecrannnanns 37,5 ml

TRIS (2 amino-2-hidroximetilpropano 1-3 diol)..34,0 mg
FE L I U1 74,0 mg

0 pH foi ajustado a 7.4 com HC1 0,1 N.

Mistura dcido—-dlcool

HC1 12 N

Etanol ... . e e e e e 482 .5 mi




3.11. CALCULOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

Para analisar a magnitude da variac8io do efluxo do 88Rb™,
foram calculados valores tedricos a partir dos valores reais de
efluxo. Utilizando-se os valores do intervalo 22 a 40 min, foi
realizada uma extrapolac8ic da curva experimental para calcular
og valores esperados para o intervalo 42 a 60 min. Para o
intervalo 62 a 80 min, os cédlculos de extrapola¢8Bio foram feitos
& partir dos valores do intervalo 42 a 60 min (tab. I a VIII).

Em relagBo a0 efluxo de 48Ca2+, os valores para o
intervalo 46 a 80 min foram calculados a partir dos valores do
intervalo 32 a 44 min (tab. IX e X).

A determina¢8o do grau de significéncila, diferenciando os
valores reais e tedricos, foi avaliada por meio da aplicacdo do
teste t de Student, admitindo-se como n8o significativos
valores de p acima de DX%.

Nas tabelas 1 a X, os valores de efluxo esperados e
obgervados s8o dados como porcentagem de efluxe por 2 min.

Nas fig. 1 e 2, a média dos wvalores da curva controle
(glicose 2,8 mM), no intervalo 22 a 40 min, foi tomada como
100% ¢ & partir dela foram ajustados os valores das outras

curvas (0 e 8,3 mM de glicose), para fins de comparac8o.
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< . RESULTADOS

4_.1. EFLUXO DO &8Rb+

A fig. 1 mostra o efeitoc de diferentes concentractes de
glicose sobre o efluxo fracional do B8Rb* de ilhotas necnatais
de rato, cultivadas por 7 & 89 dias. Na figura estlo
representados trés grupos de experimentos iniciasdos em presenca
de 2,8 mM de glicose. A retirada da glicose do meio perfusor
{(circulos vazios) a partir do 40° min, causou um aumento no
efluxo do B8Rb+ (min 42 a2 B0). Com a reintroduc8o da glicose ao
meio (min 62 a 80), o efluxc do 28Rb* atingiu valores préximos
aos observados no intervalo 22-40 min. Nenhuma alteracfoc no
efluxo foi registrada guando a concentracdo de glicose (2,8 mM)
foi mantida inalterada durante os 80 min da perfusio (circulos
semi~preenchidos). Neste casc, a curva serviu como controle,
para isto, a soluclo perfusora embora contendc sempre 2,8 mM de
glicose, foi alternada do 12 e 22 reservatdrios, assim como nas
rerfusfes onde a concentrac8o de glicose foi alterada. Por
outro lado, o aumento da concentracBo de glicose de 2.8 para
8,3 mM induziu uma reducBio no efluxo do B8Rb+ (min 42 a 60).
Esta fol revertida quando a concentrac8c de glicose retornou a
2.8 mM (min 82 a B80).

Resultados de experimentos equivalentes aos apresentados
na fig. 1. porém realizados com ilhotas tratadas cronicamente
com PRL, est8io ilustrados na fig. 2. Nesta condigdo, a retirada

da glicose do meio perfusor (tri&ngulcs vazios) a partir doc 40°
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min induziu um aumento no efluxo do BeRb+ (min 48 & 860}, maior
g0 gue o observado na fig. 1, para i1lhotas controle. A
reintroduclo de glicose no meio (min 62 a B80) reverteu o efluxc
de B8Rb+ para valores préximos asos obtidos no intervalo 22-40
min. GQuando a concentrac8co de glicose foi mantida em 2.8 mM
durante toda &a perfus8o (1° ac 80°min), n8o ocorreu alteragic
no efluxoe (triéngulos semi-preenchidos). Porém o aumento da
concentrac8o de glicose de 2,8 para 8,3 mM causou uma reducso
no efiuxo do B8Rb+ (min 42 a 60), malor do que a observada na
fig. 1 para ilhotas controle. Esta reduc8o também fol revertida
quando o perfusato passou a conter novamente 2,8 mM de glicose.

Os resultados apresentados nas fig. 1 e 2, foram
analisados estatisticamente através da aplicacdo do teste t de
Student entre os valores de efluxe de B8REb* observados
experimentalmente e o8 teoricamente esperados para 08
intervalos 42 a 60 min e 82 a B0 min (tabelas I a IV).

As tabelas I e II apresentam os valores reais, bem como os
valores esgperados de efluxe de 86Rb+, quando da retirada da
glgcose da solucl8o perfusora (min 42 & 60) e guandoe da sua
reintrodugdc a2 partir do min 62. Emn relac8c &s ilhotas
controle, a remocio da glicose induziu diferencas
estatisticamente significativas entre os valores egperados € 02
observados, apenas nos min 48, B0 e 52 {(tabela I). Por outro
lado, em relac8c a4s ilhotas tratadas com PRL, a diferenca foi
estatisticamente significativa para todos os valores, exceto

para os min 42 e 44 {tabela II). Apds s reintroduclo da glicose
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ac perfusato, observamos uma diferenca estatisticamente
significativa nos min 66, 88, 70, 74 e 78, paras 1ilhotes
controle (tabela 1), enquanto gue para ilhotas tratadas com PRL
n#o existiram diferencas significativas entre os valores
esperados e observados , exceto no min 74 {tabela II).

Nas tabelas III e IV encontram-se os valores tebricos e os
experimentais de efluxo do B88Rb* quando & solug8io perfusora
passou de 2,8 para 8,3 mM (min 42) e novamente para 2,8 mM de
glicose (min 62Z). Em ilhotas controle n#o existiram diferengas
significativas entre os valores quando se elevou a concentracio
de glicose (tabela III). Contudo, em ilhotas tratadas com PRL,
a diferenca fol sgignificativa para a maloria dos intervalos,
com excec8o dos min 42, 44, 56 e 60 (tabela IV). Apds o retorno
a 2.8 mM de glicose . diferengas estatisticamente
significativas foram registradas nos min 72, 74, 7B e 80, para
ilhotas controle {(tabela III). Ac contrédrio, nenhum dos valores
diferiu significativamente para ilhotas tratadas com PRL no
mesmo intervalo de tempo {(tabela IV).

A andlise da média entre as taxas de elevacBes e reducdes
no efluxo do B8Rb+, compreendidas no intervaleo 42 a 60 min de
perfusic, revelou valores de 0,32 £ 0,08 e 0,87 % 0,11 % min—21,
para ilhotas controle (fig. 1) e tratadas com PRL (fig. Z2).
regpectivamente (p < 0,05).

A fig. 3 represents as variac8es em percentagem de efluxo
de B88Rb+, de ilhotas controle e tratadas com PRL, perfundidas

por soluglBes contendo diferentes concentracSes de glicose. Os
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valores foram obtidos a partir das curvas representadas nas
fig. 1 e Z e correspondem as médias dos pontog no intervalo de
tempo 48 a 568 min. Foi considerado como 100 ¥ a média obtida em
ilhotas controle perfundidas por soluclc contendo 2.8 mM de
glicose. A percentagem de reducfo do efluxo de O para 8.3 mM de
glicose, fol de 15% pare ilhotas controle e de 50% para ilhotas
tratadas com PRL (p < 0,05).

O efeito da tolbutamida (20 ug/ml, de acordo com HENQUIN &
MEISSNER, 1882) esobre o efluxo do 86Rb+ estd representado na
fig. 4. A adiclo da droga ao perfusétc {min é2 a 48) reduziu ¢
efluxo do referido isdtopo. tanto em ilhotas controle
(circunferéncias) gquanto em ilhotas tratadas com PRL
(tridngulos). Este efeito foi revertido apds =& remogBo da
tolbutamida {(min 6Z a 80) em ambos os grupos. A analise
estatistica dos valores tedricos e experimentais (tabelas V e
Vi) revelsa um numero maior de valores estatisticamente
diferentes para as ilhotas tratadas com PRL em relac8o &s
controle, tanto no intervalo 42 a 60 min (presenga da drcga)
guanto no intervalo 62 a 80 m;n {(remoclo da droga).

A andlise da adic8o da diazoxida (20 ug/ml, de acordo com
HENQUIN & MEISSNER, 1882) ao meic perfusor nas ilhotas
controle, demonstrou um aumento no efluxo do 58Rb+ (fig.4).
Contudo, este aumento foi tardio (min 48) em relacsio &s ilhotas
tratadas com PRL e o retorno aos valores basais ocorreu mails
precocemente  (min 54). Nas ilhotas tratadas com PRL, &

diazoxida elevou o efluxo do BeRb+, a partir do 442 min. Esta
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elevacdo retornou a valores semelhantes agueles registrados nos
minutos que precederam a introduc8o da diazoxida, antes mesmo
da retirada da droga do meic (min 58 a 60). Diferencas
estatisticas significativas entre os valores observados e os
tebricos esperados., foram registradas nos min 48, 50 e 52, para
ilhotas controle (tabela VII) e nos min 44, 48, 50, 52, 54, 56,
58 e 60, para as ilhotas tratadas com PRL (tabela VIII). Apds a
remoc8o da diazoxida do meio, com excegdo dos valores
- registrados no min 684, todos os outros foram estatisticamente
diferentes para ilhotas tratadas com PRL (tabela VIII) ao passo
que somente os valores correspondentes aos min 70 e 78 foram
estatisticamente diferentes para ilhotas controle (tabela VII).

Os experimentos vrepresentados nas fig. 4 e 5 foram
realizados na auséncia de glicose. Nota-se que nos intervalos
22-40 min e em menor grau 62-80 min, o efluxo do 88Rb+ foi

maior em ilhotas tratadas com PRL do que em ilhotas contrcocle.

4.2. INCORPORACAO D0 45(Ca

A fig. 6 ilustra a incorporaclio do 45Ca por ilhotas
neonatais controle ou tratadas com PRL. A incorporac8Bo basal,
ou seja, quando a incubac8o foi feita em presenca de 2,8 mM de
glicose e 5,0 mM de K+, foi de 0,23 = 0.025 pMol/ilhota por 5
min, em ilhotas controle (n = 18) e de $,25 * 0,035 pMol/ilhota
por 5 min, em ilhotas tratadas com PRL (n = 24). Em presenca de
16,7 mM de glicose e 5 mM de K+, a incorporac8o foi elevada

para 0,35 % 0,035 pMol/ilhota por B min e para 0,36 * 0,025




pMol/ilhota por 5 min, respectivamente em ilhotas controle
(n = 16) e em ilhotas tratadas com PRL (n = 18). Uma acentuadsa
elevac8o na incorporac8o de <45Ca ocorreu em ambos 08 Erupos.
guando incubados em presenca de 2,8 mM de glicose e 30 mM de
K+. Neste caso, o valor observado para o grupo controle foi de
0.84 + 0,04 pMol/ilhota por 5 min (n = 18); enquanto no grupo
tratado com PRL foi de 0,72 £ 0,045 opMeol/ilhota por & min
{n = 18). 0 aumento na incorporaclo de cdlecio induzido tanto
por elevacBio na concentracfio de glicose, gquanto de K», foi
estatisticamente significativo para ambos os grupos (p < 0,05},
quando comparado com seus respectivos controles. PYorém, nas
trés condic8es experimentais, n8o houve diferenga entre ilhotas

controle e tratadas com PRL.




4_3. EFLUXO DG 46Ca=+

Og efeitos da glicose sobre o efluxo do 2#5Ca=2+ de ilhotas
perfundidas por solugdo na qual n8c se adicionou CaZ2+, sendo
acrescida de 0,5 mM de EGTA, est8o representados na fig. 7.
Ubserva-se que quando a concentracfc de glicose foi elevada de
1,8 para 16,7 mM (min 44) n3o ocorreram alteracBes no efluxoc do
45Ca2+ nas 1ilhotas controle e tratadas com PRL (tabelas IX e
X), embora uma tendéncia de reduc8o no efluxo (& partir do 50¢

min; possa ser obgservada nas ilhotas tratadas com PRL.

4_4. SECRECAO DE INSULINA

A fig. B8 ilustra a secrec8o dinsmica de insulina por
ilhotas necnatais controle ou tratadas com PRL, #erfundidas
durante 65 min. No grupo controle, a secrec8o basal de insulina
em 1,8 mM de glicose (min 35 a 44) foi estédvel. Apds a elevacéo
na concentracio de glicose de 1,8 pare 16,7 mM, ocorreu
inicialmente uma peguena reducBo na secrecBo (min 44,5 a 48,5),
seguida por um aumento lente, com obtencBo da resposta
secretdria médxima no min 58, a partir do qual a secrecdo
diminuiu até o final da perfusBo. No grupo tratado com PRL, a
secregiBco basal de 1.8 mM de glicose foi estdvel ¢ maior em
relacBo ao grupo controle. Apbés a elevagBoc na concentrac8o de
glicose, também ocorreu uma pequena reduc8o na sgecreclo (min
44,5 a 46,5), seguida por um aumento répido, sendo que ¢ maximc

de resposta fol obtido no min 50,5, a partir do gual foil
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observada uma pequena reducdo e manutengdo de uma secrecho
egtavel até o min 85, quando se encerrou a perfusdo.

0 valor médio de secreclo {(min 35 a8 44), em ilhotas
controle perfundidas por 1,8 mM de glicose, foi de 4,50 =+
0,13 pg/ilhota por min, enguanto em ilhotas tratadas com PRL,
foi de 5,684 + 0,11 pg/ilhota por min {p < 0,0B). ApbHs elevaglio
da concentracBo de glicose para 16,7 mM, a secrec8o média (min
48 8 657} atingiu 8,84 + 0,35 e 8,46 +
0,24 pg/ilhota por min, em ilhotas controle e tratadas com PRL
{p <« 0,063, resﬁectivamente. O saumento na capacidade
secretdria das iihotas, frente a 16,7 mM ae glicose foi de
54,22% para o grupo controle e de 87,73% para o grupo tratado

com PRL, sendo significative para ambos 08 grupos.

4.5. CONTEUDO TOTAL DE INSULINA

0 conteddo total de insulina em ilhotas neonatais
cultivadas por 7 a 9 dias, foi de 609 + 49 pU/ilhota (n = 36) e
de BB7 + 88 uwU/filhota (n = 40), respectivamente para o grupo

controle e tratado com PRL (p < 0,05).

4.6. ANALISE HISTOLOGICA DE ILHOTAS CULTIVADAS

As figuras 9 e 10 s8o fotomicrografias de uma cultura
de ilhotas pancreéticas de ratos récem-nascidos. Nestas
preparac8es "a fresco”, nota-se em todo o campo, a presenca de

fibroblastos {(células esféricas e fusiformes, refringentes). Ao

centro do campo, nota-se formac8io elipsoidal coberta por
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material mais denso (escurc), representadoc por porc8o de
pancréas exdcrino (fig. 9) ou eastrutura arredondada refringente
{clara), tipica de ilhota pancredtica isolada (fig. 10).

Na fig. 11 observamos ilhotas pancredticas
isoladas,coradas com Hematoxilina-eosina, apresentando células
- globosas, com citoplasma aparentemente vacuolizado. Os ntcleos
sdo arredondados, hd apenas um nucleoc por célula, a cromatina é
frouxa ¢ o© nucléolo é bem evidente. Tais caracteristicas s&o

compativels com células em atividade.
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Figura 1

Efeito de diferentes concentracles de glicose ascbre o efluxo
do S8Rkb* de ilhotaz neonatsis de rato, cultivadas por 7 & § diaes.
As ilhotee foram previemente marcades com o referido isdtopo,
durante 850 min, em presenca de 16,7 mM de glicose e perfundidas
durante B0 min. As alteracBes na concentracBo de glicose da
golucBo perfusora feitas no intervalo 42 a 60 min, estlo
representadas na figura~pelas linhae pontilhadas verticais. S&o
indicadas as médias (* erro padrBc da médis ou EPM) den =3
{auséncia de glicose) e n = 4 (glicose 8,3 mM). Os pontos da

curve controle, gue represents & perfusBoc durante 80 min com

aclucBe contendo 2,8 mM de glicose s¥o médias de Z experimentos.
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EFLUXO FRACIONAL DO °®¢Rp*
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Figura 2

Efeito de diferentes concentracBes de glicose sobre o efluxo
do 86Rb+ de ilhotas neonsteis de rato, cultivadas em presenca de
PRL {2 ug/ml}. A marcacBo com o radioisétopo e a perfusic foram
executados como descrito pare 8 fig. 1. SBo indicedes as médies
{£ EPM) de B = 3 {ausméneis de glicose) e n = 4 (glicome 5,3 mM).

& curve controle € média de 2 experimentos.

41




EFLUXO DE *Rb" (%)

150

00 | o

n
O

\

()

L 1 :
o 28 ' 8.3

GLICOSE (mM)

Figura 3

Percentagem de efluxo de #SRb+ de 1lhotas cultivades na

presenca { @--— 8 ) ou auaséncia ( (O--——-0 ) de PRL e

submetidas & diferentes concentracfes de glicose. Os valores

médios (t EPM) de § pontos foram obtidos & partir do intervalo 48
a 66 min dae fig. 1 e 2. QO valor de 100 ¥ representa ¢ efluxo em

ilhotas contrele, perfundidss por soluclo contendo 2,8 mM de

glicose.
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Figurs 4

Bfeito da tolbutamida (20 pg/ml) sobre o efluxe de S6RL+, de
ilhotas mantidas em cultura por 7 & £ diss, em presenga
( &——ab ) ou auséneia ( (O———() ) de PRL. Ap6s incubagfo
por 80 min em solucBo contendo S6RbOL e 18,7mM de glicocee, as
ilhotas foram perfundidas durante BO min na auséncia de glicose.
As linhas tracejadas verticaie indicam a introduglio e a retirads

da tolbutamids do meio perfusor. 8Eo indicadee sg médias (& EPM)

de 7 8 B experimentos.

3]
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EFLUXO
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Figurs &

Efeito da diazoxida (20 ug/ml) sobre o efluxc do B&Rb+ de
ilhotes cultivedas em presenga  ( A——4 ) ou sueéncis
( O——O ) de PRL. A marcaclo com o radiolsétopo e & perfusio
forem executados como descritc pere a fig. 6. As linhas
tracejndas verticais indicam & introdugBic e &» retireds da
diazoxids de& sclucBo perfusora. S&o indicedse as médiss {+ EPM)

de 4 & 8§ experimentos.
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Flgura 6

Efeito de 16,7 mM de glicose e 30 mM de KC1 sobre a

incorporacsic do +48Cs, por ilhotas neonatais mantidas em cultura

por 7 & 8 dias, na auséncia ou presenca de PRL. Apés cultura, as

ilhotas foram pré-incubadas por 30 min em soclucl#o de EKrebas

modificada, tamponsda a pH 7.4 utilizando-se HEPES (10 mM) e

contende 2,8 mM de glicose. SHo indicadas as médiss = EPM, sendo

n = 15 & 24.
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Figura 7

Efeito ds glicose (16,7 mi) sobre o efuxo do 45Ca de ilhotas
neonataies cultivadas em presenca ( A-———h } ou suséncia
{ O——{3 ) de PRL. Apdés marcagBc durasnte 80 min com ¢
radioisdtope correspondente,ae ilhotas foram perfundidas durante
80 min, por soluglo sem scréscimo de Ca2+ e com acréscimo de 0,5
mM de EGTA. A linha tracejads wvertiecsl indica o© aumentc de
concentracho de glicose de 1,8 parsa 16,7 wM. As médies * EPM =30

indicedas (n = 4}.
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SECRECAO DE INSULINA
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Figura 8

Efeito de 16,7 mM de glicose scbre a eecreclo de insulins,
de ilhotss cultivadas na pregsenca { A ——@& } ou augéncis
{ O——— ) de  PRL. As ilhotes foram perfundidas durante 65
min por soluglio contende 3,0 mM de Ca®+. & linha tracejada
vertical indica a introduc8o de 18,7 mM de glicose 80 meio

perfusor. S#c indicadas as médias (% EFM) de b experimentos.
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Figurs §

Fotomicrografia de uma cultura de ilhotas pancrediicas de
ratos recém-napcides; mantida por 5 dias em Meio Essencial
Minimo, suplementade com 10¥ de soro fetal bovino. contendo 10
mM de glicose, & 37eC e pH 7,4; obtide num nicroscédpio
invertido com contraste de feses (modele Disphot - Nikon,
sumento: 400 X). Notam-se vérias ilhotas ainda recchbertas por
tecide exderino. A seta indica parte de ums destas ilhotae, j&
iivre de meterisl ascinosc. Pode-se verificar ainda, grande

proliferscBo de fibroblastos.

&4




Figura 10

Fotomicrografis de uma culturas de llhotas pancreéticas de ratos

reeémwnascidos; mantids sob as mesmas condigfes citadas na fig
9 : obtids num microscépio invertide com contraste de fases.
Obeerva-ge ums ilhota completamente isoleda do tecido
exéerine,além de grande proliferacfo de fibroblastos (aumento:

800 X).
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Figara 11

Fotomicrografis de secgBic de ilhotas pancredticas de ratos
neonatais; apés cultura por 7 dias, em condigBes idénticas &s
citadas nsa fig. #; coradas com hematoxiline-ecsina. A
fotomicrografis fol obtids em microscdple marca ZEISS (eumento:
1800 X3.

L
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4 . DISCUSSAQO

As células B pancredticas, durante a fase de vida
perinatal, passam por um processc de maturaglic funcional,
adquirindo progressivamente um padrZo de resposta & glicose,
tipico de células B adultas (ASPLUND, 1973a; RHOTEN, 1980;
KERVRAN & RANDON, 1880; FREINKEL et alii, 1884; HOLE et alii,
1888). Os fatores qgque controlam este processo s8o pouco
conhecidos e a compreens8o dos mesmos torna-se importante, do
ronto de vista fisiolégico,., e também devido a= similaridades
existentes entre células B fetais e c¢élulas B de adultos em
alguns estados patoldgicos. Assim, o conhecimento do mecanismo
de matursclo das 1ilhotas pancredticas, durante a fase
perinatal, pode contribuir para esclarecimentos da degeneracio
da sensibilidade & glicose que occorre no diabetes tipo 2 (WARD
et alii, 1984; KAHN & PORTE, 188B: LEAHY, 1990) assim como no
diabetes da fase senil (ELAHI et alii, 1988; AMMON et alii,
1987; REAVEN et alii, 1987).

E interessante ressaltar gue durante a transicdo da vida
fetal para neonatal, a concentrac8Bo plasmética de alguns
horménios apresenta;se elevada. Dentre estes, a PRL parece
participar de forma bastante efetiva no processo de maturagko
da resposta secretdria, uma vez que este hormdnio altera a
sensibilidade das células B & glicose e sumenta o acoplamento
entre elas, em ilhotas neonatais (4 dias) mantidas em cultura

{SORENGON et alii, 1887a). LContudo, os mecanismos celulares



52

através dos quais a PRL 4induz estas mudangas, ndo estlo
elucidados.

Diante destas informagdes, nosso objetivo fol estudar em
ilhotas neonatais de rato, os efeitos do tratamento crénico com
PRL, sobre as permeabilidades dos ions potdssio e cdlcic e
sobre a secrec¢fo de insulina.

Sabe-se qus uma das etapas fundamentais do mecanismo de
secreclo de insulina, consiste no blogueio da permeabilidade ao
¥+ induzido pelo ATP, apds metabolizacf8o da glicose (COUOK &
HALES, 1984; PETERSEN & FINDLAY, 1987; ASHCROFT et alii, 1984;.
Este aspecto fol estudedo analisando-se os efeitos da glicose
scbre o efluxo do BSRb+, em ilhotas tratadas ou n&o com PRL.
Observamos pelas fig. 1 a 3 e tab. I a IV gue as alterac¢les na
permeabilidade ao B8Rb+, induzidas por mudancas na concentragfo
de glicose, foram esignificativamente maiores em ilhotas
tratadas com o horm8nio do que em relacBc &z contrele. O
tratamento com PRL, nesta condic8c induziu uma resposta
semelhante Agquela apresentada por ilhotas adultas n&o tratadas
(BOSCHERO et alii, 19883, quando se elevou a congcentracio de
glicose de 2,8 para 8,3 mM, bem como, <quando ge retirou a
glicose do perfusato. AMMON et alii (1885) nBo detectaram
reduc8o no efluxo de 88Rb+, em ilhotas récem-isoladas de fetos
{21 dias) de rato, quando selevaram a concentracdo de glicose de
3,0 para 5,6 ou 18,7 mM. A auséneia de efeito redutor do
secretagogo sobre o efluxo do referido isétopo, demonstrada por

AMMON et alii (1885), pode estar relacionada ao fato destes




pesguisadores nfio terem analisade o efluxo do B8Rb+ na auséncis
do aglcar: considerando-se gue no intervalo de concentracfc de
zero para 4,0 mM €& onde reside o maior efeitoc blogueador da
glicoss sobre 8 permeabilidade do ©8Rb+ (HENQUIN, 1878;
BOSCHERO et alii, 1988).

Em células E fetais e neonatais, demonstrou-se a presenca
de canais de K+ modulados pelo ATP (COOK et alii, 1986; RORSMAN
et alii, 1888), cuja sensibilidade & este nucleotidec foi
aimilar a4 de uma célula B adulta (ARKHAMMAR et alii, 1987; DUNE
& PETERSEN, 1986). Diante da existéncia deste canaie, Jja
operantes nas c¢élulas B fetais e neonatais, fol proposto que o
maior “"defeite” nestas ilhotas imaturas, poderia estar na
deficiéncia da produc8io de um sinal metabdlico apropriado, o©
gual modula a atividade do canal (FREINKEL et alii. 1984;
ROREMAN et alii, 18989; BOSCHERO et alii, 1880b). Contudo,
observac8c de BOSCHERO et alii (1888); de gue ilhotas neonatais
mantidas em cultura, apresentam um efluxo do B8Rb+ reduzido em
relagBio a ilhotas adultas, na auséncia de glicose: sugere uma
menor densidade e/0u ccmpartamentoﬂvalterado dos canais de E+
modulados pelo ATP.

Portanto, o fato do tratamento com PRL ter induzido uma
resposta maior scbre o blogueio da permeabilidade ao K+, frente
a variagbes na concentracdo de glicose, indica um possivel
efeito direto do hormdénio, a nivel dos canais de K+, aumentando

a densidade e/ou sensibilidade dos canaie operantes, ou ainda,.
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um efeito indireto na maturac8o das vias metabélicas oxidativas
da glicose.

Visando a esclarecer melhor esta guest8c, analisamos os
efeitos da tolbutamida e da diazoxida sobre o efluxoc do BSRb+,
uma vez que as mesmas atuam nos canais de K+ modulados por ATP.
Essas drogas exercem a¢8es contrdrias, sendo que a tolbutamida
provoca o blogueio, enquanto a diazoxida induz a abertura
destes canais (HENQUIN & MEISSNER, 1982; TRUBE et alii, 1986).

Em relac8io as sulfoniluréias hipoglicemiantes, estudos
anterio:es relataram gue em ilhotas fetais (21 dias) recém-
isoladas, & tolbutamida n%o reduziu o efluxc de B88Rb*, na
rresenca de 3 mM de glicose (AMMON et =alii, 1889). No mesmo
tipo de preparac@io, glipizide mostrou-se ineficaz no aumento da
secreg8o de insulina (PETERSON et alii, 19868). Em nossos
experimentos, os efeitos da tolbutamida e da diazoxida sobre a
rermeabilidade do B8€Rb+, foram mais acentuados em ilhotas
tratadas com PRL que quando comparadas a ilhotas controle (fig.
4 e 5; tab. V & VIII). Estes resultados indicam que a aglio do
hormdnio se manifesta, pelo menoe em parte, diretamente sobre
os canais de K+ modulados pelo ATP, uma vez que foi observada
uma maior eficiéneia dos fluxos de K+ apdés o tratamento com
PRL. .

E sabido que durante o processo de secrecBo de insulina, o
blogueio dos canais de K+, metabolicamente regulados, provoca
retengdo do ion, induzindo despolarizacBc da membrana da

célula B (BOSCHERC et alii, 1977; PETERSEN & FINDLEY, 1887) com
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conseguente ativacfio des permeabilidade ao CaZ+ dependente da
voltagem (WOLLHEIM & SHARP, 1881). O ion célecio por sua vez,
ative o eistema efetor microtubular-microfilamentar (HARRISON
et alii, 1884), responsavel pela extrus8o dos grénulos de
insulina (HUTTON, 1884).

Desta forma, & etapa seguinte em nossos estudos, Iol
verificar o efeito do tratamento com PRL, sobre os fluxos de
45Ca2+. A captacBo de cédlcio pels célula B pancredtica adulta,
é um pPprocessc gue ocorre, principalmente, via canais de Ca®+
voltagem-dependentes (BRAUNWALD, 1882); o guais foram
recentemente demonstrados também em péncreas fetal de rato
(HOLE et alii, 1988), e péncreas fetal humano (TUCH et alii,
1890}, nos quais a secrec8o de insulina induzida por
concentrages despolarizantes de KCI1., foi inibidsa pelo
blogueador de canal de CaZ+, verapamil. Verificamos que 16,7 mM
de glicose e em maior grau, 30 mM de KCl, causaram aumentos
8ignificativos ns captaclBo do 45Ca, em ambos o8 grupos de
ilhotas. quando comparados com o8 respectivos valores basais
(fig 8). Contudo, os aumentos obtidos foram praporcionalmente*
mencres do «<ue os observados em ilhotas adultas recém—isoladae
(PLASMAN et alii, 1890) cu cultivadas (VERSPCHL et alii, 1988).
Em contraste aos nossos resultados, AMMON et alii (1885) e
AMMON et alii (1988), ndo cbservaram alteracBes na captac8o de
cdleciec por ilhotas fetais, frente & glicose. A elevada
incorporac8o de c¢élcio gue ocorreu em presenca de 30 mM de K7,

sugere gue canais de CaZ2+ sensiveis & veltagem, estBo presentes
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e operantes em ilhotas neonatais de rato apbés 7 dias em
cultura. Sugere ainda gue o tratamento com PRL n8io alterou a
densidade nem funcionalidade destes canais. Esses dados indicam
também que o aumento da sensibilidade & glicose sobre as
alteracBes da permeabilidade ac K+, induzido pelo tratamento
crdnico pelo PRL, n8c levou & wum aumento na incorporacBo de
4BCa2+

Analisamos também o efeito da glicose em reduzir o efluxo
dc 4BCa?+, de ilhotas perfundidas em meio deficiente em Ca2+ e
enrigquecido com EGTA (fig. 7 ., Tab. IX e X). Ao contréario do
cbservadce em ilhotas adultas recém-isoladas ou cultivadas
(BOSCHERO et alii, 1890a; BORDIN, 1891), n8io foi verificada
nenhuma reduc8o significativa no efluxo, gquando foi adicionado
16,7 mM de glicose & soluc8c perfusora, tanto em ilhotas
neonatais controle gquanto nas tratadas com PRL.

Nossos resultados, obtidos apfés o tratamento de ilhotas
neonatais com PRL, contrastam com aqueles apresentados por
SORENSON et alii (1887a) guanto ao contetdo total de insulina.
Esses autores n8o registraram aumento no conteddo de insulina,
porém, em concordéncia aocs nossos resultados, observaram
aumento na secrecfoc de insulina frente a alta concentracio de
glicose em ilhotas tratadas com PRL.

Por outro lado, MARKOFF et alii (18980), discutem que 0
aumento na insulina liberada por ilhotas neonatais, apds
tratamentc com PRL, € proporcional a elevac8c na sintese

_ protéica total sugerindo que o efeito do hormbnio nc aumento da
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secrecd8o de insulina (o qual neste caso, fol cerca de 30% scims
do observado em lihotas controle), parece ndo sger especifico.
Assim, ¢ horménio atuaria como estimulo geral de atividade
metabdlica.

Concluindo, nossos resultados indicam gue o tratamento
crdnico com PRL, aumentou o contelido total de insulina, alterocu
a capacidade da glicose em reduzir o efluxe do K+ e melhorou a
regposta secretdria frente a glicose, em ilhotas neonatais de
rato. Contudo, a PRL n8o influiu significativamente em relagdc

ao efeito da glicose sobre os fluxos de CaZ+,
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S. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito
da PRL no processo de maturagfo da resposta secretéria &
glicose em células B pancredticas. Enfase foi dada, ao estudo
de possiveis alteragfies nas permeabilidades dos ions potéssio e
célcio e sobre a secrecfio de insulina,

Para isto, ilhotas de ratos Wistar recém-nascidos, foram
cultivadas por 7 a 9 dias, em Meio Essencial Minimo, acrescido
de 11% de soro fetal bovinc (v/v), 2% da mistura penicilina
(100 U/ml)-estreptomicina (0,1 mg/ml), com concentraclio final
de glicose de 10 mM. As ilhotas foram mantidas a 37oC; pH T,4:
em uma atmosfera com 5% de COz. O meio de cultura foi renovado
a cada 48 horas. Parte do material em cultura serviu como
controle e parte recebeu tratamento didrio coﬁ PRL (2 pg/ml).

Apbés o période de cultura, foram executados os seguintes
protocolos:

a) PerfusBo de ilhotas para a andlise da dinémica do
efluxo do 88Rb+, do 48Ca?+ e da secrecfic de insulina.

b) Medidas do influxo de 45CaZ+.

c) Extrac8o e dosagem do contetdo total de insulina por
ilhota.

Os resultados mostraram que:

1. A capacidade da glicose em alterar o efiuxo do BSRLh™
foi maior em ilhotas tratadas com PRL do que em relaclo as

cortrole.
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2. U efeito de tolbutamida, diminuindo e da diazoxida,
aumentando o efluxo do ®8Rb+, fol meis acentuado em ilhotas
tratadas com PRL do que nas controle.

3. O aumento na incorporac8c de 485Ca gue ocorreu frente ac
aumentc da concentrac@o de glicose ou de K+, foi semelhante em
ambos 08 grupos experimentais.

4. Na auséncia do CaZ+ extracelular, glicose n8o provocou
redugfio no efluxo do 45CaZ2+, em ambos os grupos de ilhotas.

5. O tratamento hormonal melhorou a resposta secretdria
das ilhotas, quando estimuladas por 18,7 mM de glicose.

€. O contendo total de insulina foi maior em ilhotas
tratadas com PREL do gque em ilhotas controle.

Concluinde, os resultados indicam que em ilhotas neonatais
de rato, o tratamento crénico com PRL, aumentou o contevido de
insulina, potencializou a capacidade da glicose em reduzir o
efluxo do K+ e em aumentar a secregfio de insulina. Contude, o
tratamento com PRL nfo influiu de maneira significativa sobre o

efeito da glicose a nivel dos fluxos de Ca2+,
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v .ABSTRACT

The present study aimed to compare the effect of PRL on
the maturation of the mechanisms of insulin secretion induced
by glucose in neonatal pancreatic islets. Qur atitention wers
centralized mainly on possible alterations in a2+ and K+
fluxes and insulin release.

For this purpose iglets from neonatal Wistar rats were
cultured for 7 to 8 days in Minimal Essential Medium,
supplemented with 11%¥ fetal calf serum (v/v), 2% penicilin (100
U/ml)}~streptomicin (0,1 mg/ml) and glucose (final concentration
10 mM). The islets were maintened at 37<C; pH 7,4; in a 5% CO=
atmosphere. Culture medium was renewed every 48 hours. Part of
the islets was used as control and part was treated daily.with
PRL (2 ug/ml).

After culture, the following protocols were executed:

a)} Measurement of B6Rb+ and 45CaZ2+ efflux rate and insulin
release by perifused islets.

b) Measurement of 45Ca influx in incubated islets.

c¢) Measurement of total insulin content in the islets.

The results showed that:

1. The capacity of glucose 1in changing the BSRb+ efflux,
was higher in PRL-treated islets than in control islets.

2. The effects of tolbutamide (lowering) and diszoxide
{(increasing) the 88Rb+ efflux, were higher in PRL-treated than

in control islets.
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3. PRL-treatment did not affect the ability of glucose and
high K+ to increase the 48(Ca uptake by incubated islets.

4. Glucose failed to affect the 45CaZ+ efflux from islets
perifused in the absence of Ca2+, either in PRL-treated or
contrel islets.

. Total insulin content was higher in PRL-treated than in
control islets.

6. Finally, glucose induced higher increase in insulin

secretion in PRL-~treated islets than in control islets.

The results indicate that in neonatal rat islets, the
cronic treatment with PRL increased the insulin content of
islets and significantly changed the ability of glucose in
reducing the K+ efflux and to increasing the insulin secretion.
However, PRL treatment did not influence the effect of glucose

on Ca<2+ fluxes.
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Tabela I - Efeito da retirada de glicose {(min 42 a 60)
e da reintroduc8c de Z.8 mM (min 6Z a 80) sobre o

efluxe do BS8REb+ de ilhotas contrcle.

MIN VALOR VALOR
n = 3 ESPERADO OBSERVADO T D

42 3,81 3,92 NS

44 3,78 4,10 1,745 NS
46 3,76 4,20 5,842 <0,05
48 3,73 4,15 2,658 NS
50 3,70 4,14 8,278 <0,08
52 3,68 4,16 10,299 <0,05
54 3,65 4,09 3,246 NS
56 3,63 4,15 3,726 NS
58 3,60 4,13 3,762 NS
60 3,58 4,14 4,013 NS
82 4,11 4,14 0,171 NS
64 4,11 3,97 1,770 NS
66 4,10 3,54 9,872 <0,05
68 4,10 3,52 6,352 <0,05
70 4,10 3,60 14,541 <0,05
72 4,10 3,43 4,148 NS
74 4,09 3,41 8,505 <0,05
76 4,09 3,48 5,320  <0,05
78 4,09 3,43 3,817 NS
80 4,08 3,60 2,642 NS

NS = N&o significativo
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Tabela IT ~ Efeito da retiradas da glicose e da reintroduclo de
2.8 mM sobre o efluxo 40 88Rb* de ilhotas tratadas

com PRL.
MIN VALOR VALOR
n=3 ESPERADO  OBSERVADO T o

42 3,98 4,38 2,631 NS
44 3,91 4,52 3,901 NS
46 3,84 4,88 5,287  <0,05
48 3,77 5,17 6,737  <0,05
50 3,70 5,05 8,990  <0,05
52 3,63 4,92 22,209  <0,05
54 3,56 4,93 11,813  <0,05
56 3,50 4,83 25,588  <0,05
58 3,44 4,81 47,591  <0,05
60 3,37 4,76 8,579  <0,05
62 4,70 4,63 0,391 NS
64 4,86 4,43 0,767 NS
66 4,62 4,12 1,808 NS
68 4,58 4,14 1,805 NS
70 4,53 4,03 2,300 NS
72 . 4,49 3,98 3.411 NS
74 4,45 4,00 4,329  <0,05
76 4,41 3,98 2,851 NS
78 4,37 3,97 2,453 NS
80 4,32 3,93 4,283 NS

NS = N&o silignificativo
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Tabela III -~ Efeito do aumento da concentacsic de glicose de 2.8
para 8,3 mM {(min 42 a 80) e da reintroducso de
2,8 mM {(min 62 a 80) scbre o efluxo do S88Rbh+ de

ilhotas controle.

MIN VALOR VALOR
n=4 ESPERADC  OBSERVADO T p
42 3,60 3,47 . 0,837 NS
44 3,57 3,31 0,965 NS
46 3,54 3,45 0,311 NS
48 3,51 3,43 0,282 NS
50 3,48 3,31 0,714 NS
52 3,46 3,33 0,497 NS
54 3,43 3,25 0,778 NS
56 3,40 3,24 0,750 NS
58 3,37 3,17 0,948 NS
80 3,35 3,11 1,127 NS
82 3,01 3.04 0,136 NS
64 2,97 3,00 0,173 NS
66 2,93 3,10 1,722 NS
68 2,88 3,33 2,867 NS
70 2,84 3,31 3,006 NS
72 2,80 3,40 3,227  <0,05
74 2,76 3,36 3,144  <0,05
76 2,72 3,34 2,871 NS
78 2,68 3,40 3,674  <0,05
80 2.64 3,40 3,512  <0,05

NS = N&8o significativo
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Tabela IV -~ Efeite do aumento da concentracso de glicoss de Z.8
paras 8,3 mM e da reintrodugBc de Z.8 mM sobre o

efluxo do BERb+ de llhotas tratadas coronicamente com

PRL.
MIN VALOR VALOR
n = 4 ESPERADO OBSERVADO T yey

4z 4,97 4,83 0,133 NS
44 4,96 4,68 0,850 NE
45 4,95 4,12 4,27 <0,08
48 4,84 4,04 8,823 <03, 05
50 4,94 4,11 4,731 <005
bz 4,83 3,83 5,408 <(,05
54 4,92 . 4,02 3,283 <0,08
56 4,81 4,11 2,237 NS
58 4,91 4,086 3,808 <0,08
60 4,90 4,16 3,088 NS
62 4,07 4,28 1,360 NS
64 4,11 4,41 0,807 NS
66 4,158 4,71 1,262 N3
68 4,19 4,72 1,314 NS
70 4,23 4,78 1,371 NS
72 4,27 4,889 1,518 NS
74 4,31 4,77 1.375 NG
76 4,36 4,82 1,380 NS
78 4,40 4,82 1,025 NG
80 4,44 4,84 1,138 NS

NS = Na&p significativo
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Tabela V -~ Efeito da Tolbutamida (min 42 a 80} e efeito de sua
remoc8o do meio perfusor (min €62 =& B80) sobre o
efluxo de B88Rb+ de ilhotas controle.

MIN VALOR VALOR
n =719 ESPERADO OBSERVADO T P

4z 3,81 3,63 3,977 <0,0b
44 3,72 3,68 0,412 NS
46 3,83 3,61 0,237 NS
48 3,54 3,45 0,943 NS
50 3,48 3,41 0.5z26 NS
52 3,37 3,51 1,277 NS
54 3,28 3,28 0,135 NS
56 3,21 3,48 4,054 <0.05
88 3,14 3,44 3,189 <(,05
80 3,06 3,38 4,814 <0,05
62 3,37 3,45 0,872 NS
€4 3,37 3,56 2,408 NS
&8 3,37 3,66 2,770 <0,05
68 3.36 3,83 6,796 <0,058
70 3,38 3,85 8,582 <G,058
72 3,36 4,01 8,687 <0,05
74 3,36 4,18 9,885 <0,08
78 3,36 4,00 6,076 <0,05
78 3,35 3,85 7,156 <0.05
BO 3,35 3,88 6,063 <0 .05

NS = N&o signifiecativo
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Tabela VI - Efeits ds Tolbutamidae e da sua remocdo ds sclucho
rerfusora sobre o efluxo do 88Rb* de ilhotas

cultivadas na presenca de PRL.

MIN VALOR VALOR
n= 8 ESPERADO OBSERVADO T P

42 4,26 3,88 4,248 <(,05
44 4,15 3,83 7,835 <G, 08
46 4,05 3,64 6,104 <0,05
48 3.85 3,71 2,701 <0,056
50 3,805 3,65 3,328 <0,056
BZ 3,75 3,60 1,834 NS
54 3,66 3,45 2,698 <0,05
88 3,57 3,63 0,866 NS
58 3,48 3,43 0,731 NS
60 3,38 3,48 2,070 NS
62 3,40 3,79 7,377 <0,05
64 3,37 3,84 9,570 <0,05
66 3,33 4,05 20,247 <(,05
68 3,30 4,00 14,085 <0,08
70 3,27 4,06 15,945 <(,05
72 3,24 4,08 14,8587 _ <0G,058
74 3,21 4,27 12,008 <Q0,058
76 3,18 4,11 13,875 <0,08
78 3,15 4,27 15,873 <0, 05
80 3,12 4,12 17,721 <0,05

HE = NE8o significativo
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Tabela VII - Efeitc da Diazoxida (min 42 a 60) e efeito da sua
remoc8io do meio perfusor (min 62 a 80) sobre o
efluxo de 88Rb+ de ilhotas controle.

MIN VALOR VALOR
n =4 ESPERADO OBSERVADO T 2

42 3,57 3,47 1,446 NS
44 3,55 3,66 1,736 NS
46 3,52 3,62 0,569 NS
48 3,50 4,10 10,821 <{,05
50 3,47 3,83 5,878 <C.05
52 3,45 3,70 4,130 <0,0%
54 3.43 3,38 0,258 NS
56 3,40 3,38 0,746 NS
58 3,38 3,28 0,977 NS
60 3,36 3,37 0,113 NS
62 3,17 3,49 2,481 NS
84 3,10 3,04 0,256 NS
6e 3.03 3,33 2,838 NS
68 2,87 3,18 1,334 NS
70 2,80 3,11 3,776 <(,05
72 2,84 2,97 2,006 NG
74 2,78 3,03 2,014 NS
78 2,72 3,19 1,925 NE&
78 2,68 3,14 3,696 <0.05
80 Z.60 2,88 1,838 N&

NS = N8o significativo
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Tahela YVIII - HEfeitc da Diazoxida e de sua remogfo de solucio
perfusora sobre o efluxc do 88Rb+ de 1lhotas

cultivadaes na presenge de PRL.

MIN VALOE VALOR
n = 6 ESPERADO OBSERVADO T p

4z 4,02 4,05 0,283 NG
44 3,88 4,15 2,857 <G,05
46 3,74 4,38 13,008 <0.05
48 3,61 4,47 17,827 <0,0b6
50 3,48 4,20 5,840 <0,05
52 3,36 4,34 10,885 <0,056
b4 3,24 4,05 17,940 <0, 05
56 3,18 3,83 13,888 <{,05
58 3,02 3,78 18,844 <0,0b
80 2,81 3,50 6,517 <0,05
62 3,358 3,66 3,271 <0,05
64 3,18 3,34 1,368 NG
66 3,03 3,55 4,686 <0,0b
68 2,88 3,65 6,936 <0,05
70 2,74 3,46 7,302 <0,086
72 2,61 3,51 7,597 <0,0b
74 2,48 3,50 11,861 <0,05
T8 2,36 3,50 8,902 <0,0b
78 2,25 3,47 9,666 <0,05
80 2,14 3,62 12,1090 <0,05

NS = Ngo significativo
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Tabela IX - Efeito de 18,7 mM de glicose sobre o efluxc do 45CaZ+
em ilhotas controle perfundides na ausénecia de Ca=2+e
presenga de 0,5 mM de EGTA.

MIN VALOR VALOR
n = 4 ESPERADO OBSERVADQ T 14

46 0,81 0,84 0,604 NS
48 G,87 0,80 0,578 NS
50 0,83 0.84 0,202 NS
b2 0,78 0,74 1,239 NS
54 0,76 0,74 0,430 NS
56 0,72 Q,72 0,115 NS
ola 0,69 0,71 0,528 NS
80 G.686 0,72 1,336 NS
62 0,63 0,68 1,508 NS
64 0,60 0,72 2,979 NS
86 0,57 0,64 1,211 NS
68 0,585 0,73 5,225 <0,05
70 0,52 G,68 3,847 <(0,05
72 0,50 0,62 2,214 NS
74 0,47 0,88 4,081 <0.056
76 0,45 0,67 3,605 <0,05
78 0,43 0,67 4,742 <0Q,05
80 0,41 0,86 3,798 <0,05

NS = N8o significativo
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Tabela ¥ - Efeito de 16,7 mM de glicose sobre o efiuxo do 45Ca=~
em ilhotas tratatadas com PRL perfundidas na auséncisa
de Ca2+ e presenca de 0,5 mM de EGTA.

MIN VALOR VALOR
n= 4 ESPERADO  OBSERVADO T p
48 1,33 1,40 1,136 NS
48 1,27 1,33 0,769 NS
50 1,22 1,15 1,176 NS
52 1,17 1,07 1,442 NS
54 1,12 1,08 0,863 NS
56 1,08 1,04 0,444 NS
58 1,03 1,00 0,399 NS
60 0,99 0,99 0,020 NS
62 0,85 0,92 0,421 NS
64 0,91 0,92 0,087 NS
66 0,87 0,90 0,192 NS
.68 0,84 0,94 1,048 NS
70 0,81 0,91 1,038 NS
72 0.77 0,89 1,554 NS
74 0,74 0,90 1,722 NS
76 0,71 0,90 1,980 NS
78 0,68 0,88 2,074 NS
80 0.65 0,89 2,236 NS

NS = NEp gignificativo




