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RESUMO

As fosfolipases A, (PLA,)} desempenham importante papel no metabolismo de lipidios de
membrana e estdo intimamente relacionadas com 2 liberacio de acido araquiddnico {AA), derivado
dos lisofosfolipidecs ¢ estdo presenies em diversos venenos extraidos de amimais peconhentos. A
crotoxing € um composto extraido de venenos de cascavel e € constituida pela crotapotina ¢ pela
PLA, A homologia das PLA; de venenos com as dos mamiferos tém sido de grande utilidade no
estudo de identificaco de proteinas alvo, classificac8o de receptores de PLA; enddgenas e estudos
funcionais de diferentes tecidos. Assim, o objetive deste trabatho for mvestigar o papsl da
crotoxina-like, extraids do venenc da cascavel Crotalus durissus collilineatus, e suas subunidades
sobre a secrecdo de wmsuling por iihotas de Langerhans, visando elucidar os mecanismos gue
gstariam envolvidos na modulagio da secrec@io de insulina em presenca de diferentes agentes. Em
experimentos realizados em ifhotas de Langerhans de ratos Wistar verificou-se que a crotoxima
potencializa a secrecdo de insulina estimulada por 16.7 mM de glicose ¢ este efeito ¢ devido a
subunidade PLA: presenie nesta toxina.uma vez que a ¢rotapoting ndo afetou 2 secregfic de insuling
estimulada por glicose. Além disso, 2 PLA; do venenc induziu aumento da secregfo de insulina de
maneira dose-dependente. A adicdo de glicose marcada na auséncia de PLA, induziu um aumento
de liberagdo de “CO, de 30 = 0.6 pmol/ilhota/90 min que foi similar aos valores obtidos na
presen¢a de PLA; (32 # 1.7 pmoVilhota/min) Nifedipina (10 uM), um blogueador de canais de
calcio, reduziu a secregdo de insuling estimulada por potassio, mas nio afetou a potencializagio da
secrecdo de msulina pela PLA; O blogqueador de canais de sédio, tetrodotoxina (TTX} na
concentracdo de 10 uM ndo alterou o aumento da secrecdio de insulina induzido pela PLA, A
quelagdo de calcio extracelular por EGTA (0,5 mM) também ndo afetou a potencializagdo da
secrecdo de insulina nas ilhotas de Langerhans de ratos estimulada pela PLA; Estes resultados
mostram que os mecanismos pelos guais a PLA, eleva 2 secregdc de insulina em ilhotas de
Langerhans de ratos ndo envolvem o metabolismo da glicose, a ativagfo de canais de calcio e sédic
¢ a participagdo direta dos fons c¢alcio do meio extracelular. No entanto, a secrecc de insulina
potencializada pela PLA. fo1 significativamente atenuada tanto pela incubagfo prévia das ithotas de
Langerhans com heparina (5 Ulini) quanto pela adigio de dexametasona (5 ¢ 10 uM)}. Paralelo &
potencializacdo da secrecdo de insulina, um aumento significativo do efluxo de 4cido araquiddnico
foi observado em ilhotas de Langerhans de ratos em presenga de PLA, Assim, estes achados
sugerem que a potencializacfo da secrecdo de insulina induzida pela PLA, em baixa concentrago
ou concentragdo supralimiar de glicose esta possivelmente relacionada com a mobilizagio de acido

araguiddnico.

ix



ABSTRACT

The crotoxin results from phospholipase A, (PLA;) and crotapotin interaction. The PLA,
acts in the membrane phospholipids generating arachidonic acid (AA). Venom PLA, has been used
as a pharmacological tool to identify target protein, mammalian receptor, and physiological cellular
function. Thersfors, the aim of this work was to study the role of crotoxin-hike from Croalus
durissus collilineatus and its subunits on the insulin secretion of the isolated rat Langerhans islets.
Also, we investigated the underiving mechanisms bv which the venom PLA; would evoke insulin
secretion in the presence of insulinotropic agents. Our experiments demonstrated that msulin
secretion was potentialized by crotoxin in a dose-dependent manner in presence of low and high
glucose concentration and this effect is related to PLA;. Neither glucose metabolism nor ionic
channels {Ca™ and Na~ channels) are involved in the enhancement of insulin secretion induced by
PLA, in isolated Langerhans islets since label glucose, nifedipine (10 pM) and tetrodotoxin (10
uM) did not affect this response. EGTA also did not interfere with the potentiation of insulin
secretion induced PLA, showing that extracellular calcium is not directly involved in this
phenomenon. However, heparin and dexametasone significantly attenuated the increase of insulin
secretion in response to PLA; Moreover, the efflux of AA was markedly increased in parallel to
enhancement of insulin secretion in isolated rat Langerhans islets. In conclusion, these findings
show that the potentiation of insulin secretion induced by PLA; in presence of glucose mav be

related to AA mobilization of Langerhans islets from rats.
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O estudo de venenos de animais permite ndo somente compreender ¢ MECANISMO
de acHo das toxinas bem como fornece ferramentas para investigacdo de muitos processos
fisoldgicos.

O veneno das serpentss €, geralmente, composto por uma mistura de substéncias.
Aproximadamente 20% do total do veneno seco € constituido por proteinas e o restante
por sais, lipidios, e cutros compostos orgénicos {Tu, 1977). No veneno total estdo
presentes varios fons, tais como calcio, magnésio e zinco que atuam como cofatores de
muitas enzimas, como as fosfolipases A, (PLA;), dependenies de calcio, e as

metaloproteases, dependentes de magnésio e zinco {Tu, 1977, Jia et al., 1996).

A composicdo quimica do veneno vara de acordo com a espécie. Por se tratar de
uma mistura complexa, seu mecanismo de acfo depende da interagio biologica e natureza
de seus elementos, a fim de desencadear diferentes respostas fisiologicas. Os venenos das
serpentes brasileiras desencadeiam respostas proteoliticas, coagulantes, hemorragicas,

mioloxicas e neurotoxicas.

As serpentes do género Crotalus durissus conhecidas popularmente como cascaveéls,
encontram-se distribuidas no Brasil em seis subespécies:

Crotalus durissus terrificus

Crotalus durissus collilineatus

Crotalus durissus cascavella

Crotalus durissus ruruima

Crotalus durissus marajoensis

Crotalus durissus trigonicus.

Venenos de cascavéis, por exemplo, a Crotalus durissus terrificus (C.d.t), contém,
no minimo, quatro grupos distintos de proteinas toxicas: a convulxina (Brazil, 1972; Lee,
1972), a girotoxina {Barrio, 1961; Brazil, 1972; Alexander er a/., 1988), a croiamina
(Goncalves & Polson, 1947, Goncalves & Vieira, 1950; Brazl, 1972), e um dos
componentes mais importantes do veneno, a crotoxina (Slotta & Fraenkel-Conrat, 1938;
Brazil, 1972; Chang & Lee, 1977, Hawgood & Santana de S4, 1979).

A crotoxina, complexo proteico enfocado neste estudo, representa cerca de 50% do
peso seco do veneno da C.d 7. (Faure & Bon, 1988). E o componente mais téxico isolado do

veneno de Crotalus durissus e resulta da interaciio quaternaria de suas duas sub-unidades, 2



PLA;, um componente basico responsével pela toxidade do complexo e a crotapotina, um
peptideo acide, ndo toxico ¢ sem satividade enzimética que potencializa a toxidade
{Rubsamen et al., 1971},

Os efeitos farmacologicos da crotoxina nfic sfo necessariamente gerados pela
quebra de fosfolipidios ou ruptura de membranas biolégicas (atividade caracteristica das
PLA;). A crotoxina também tem acfo blogueadorz sobre a transmissfic neuromuscular
(Brazil & Excell, 1970). Estes efeitos s3c primariamente pré-sindpticos € causam uma
modificagio trifisica (depressfio, facilitacio e bloqueic final) da liberagio de
neurotransmmissores dos terminais nervoso {Chang et al., 1973; Chang & Lee, 1977).

Entretanto, com base na depressio da resposta a acetilcolina no diafragma do rato,
Brazil et al. (1966) encontraram que a crotoxina também age sobre a transmissio pos-
sinaptica. Possui ainda atividade hemolitica (Rosenfeld, 1971), miotéxica sistémica
caracterizada pela liberaciio de mioglobina {(Azevedo-Marques, 1985) e também atividade
nefrotoxica {Amaral, 1983).

No veneno da Crotalus durissus terrificus (C.dt) existem, pelo menos, seis
isoformas de crotoxina (Faure & Bon, 1988, Toyama et. al., 2000).

A crotoxina extraida da cascavel Crotalus durissus collilineatus ¢ homologa a
crotoxina encontrada no veneno da C.d.7 (Lennon & Kaiser, 1990). Apesar disto, o veneno
da Crotalus durissus collilineatus contém somente pequena guantidade da neurotoxina
crotoxina-like (like devido a sua semelhanca com a crotoxina presente no veneno da C.d.1).
Apesar desta baixa concentragio no veneno da C.d.colli, a LDs, ac veneno bruto injetado
em camundongo por via venosa € baixa (Faure & Bon, 1988) demonstrando sua alta
toxidade.

Muitos autores t€m estudado os efeitos da crotoxina, crotapotina e da fosfolipase A,
sobre 0 musculo esquelético de animais. As alteragBes anatomo-patologicas ocorrem quatro
a seis horas ap0s inoculagio da crotoxina e s3o lesdes subsarcolémicas, com edema
intramitocondrial. Apds 24 a 48 horas, as mitocOndrias apresentam depésitos densos, com
elevada concentracio de calcio (Dempster, Gopalakrishnakone & Hawgood, 1980; Garcia-
Lima & Laure, 1987).

A inoculagio de diferentes quantidades de crotapotina no musculo nio se

evidenciam lesGes histoldgicas. A inoculagdo de diferentes quantidades de fosfolipase A,



roduz uma necrose tecidual, em quaisquer doses utilizada. As observagBes experimentais
concluem que as lesBes causadas pela crotoxina sfo as mesmas que as verificadas pela
fosfolipase Aq, embora sejam mais intensas no primeiro caso. Desta maneira, a associacio
entre fosfolipase Ay e crotapoting leva a potencializaciio dos efeitos da crotoxina. Além
disso, fo1 possivel observar que o local primario de aglo da crotoxdna no musculo é 2
membrana plasmatica ¢ esta relacionado & hidrolise de fosfolipidios (Kini & Evans, 1989,
Tem sudo crescente o nimere de estudos utilizando venenos de animais na
investigacio fisiologics e farmacologica. Da mesma forma as PLA, dos venenos tem sido
utilizadas como ferramenta na identificaciio de proteinas alvo de mamiferos mcluindo
receptores que se ligam as PLA; dos venenos. Isto permite investigar as fungdes
fistolégicas destas proteinas de ligaclic ¢ deste modo avaliar quais fosfolipases A,
secretadas de mamiferos seriam homélogas as PLA; dos venenos e representariam o5
ligantes endGgenos naturais para as proteinas e/ou receptores primeiramente identificados
através das PLA; dos venenos. Desta formas alguns estudos ja sugerem que as PLA;
secretadas de mamiferos, semelhantes as PLA; dos venenos, podem atuar tanto como

enzima quanto como ligante (Murakami et al., 1997, Valentin et al,, 1999; 2000).

FOSFOLIPASE A, (PLA))

As fosfolipases sfo enzimas que catalisam a hidrolise dos fosfoglicerideos de

membrana em quatro diferentes posigbes (Figura 1).

PLA,
PLA; o

I |
i CHy—0O-—C—Ry"

Figura 1 - Acfio das fostbhipases nos silios do fostoglicerides ¢ os respectivos substrados Hiberados.



Dependendo da posicio onde ocorrers a hidrdlise, as fosfolipases recebem
diferentes designacdes. As fosfolipases A, (PLA,; fosfatidil-acil-hidrolases) atuam na
posicio sn-2 da lgacdo acil-éster de 3-sn-fosfoghicerideos (Arni & Ward, 1996

As PLA; tem funcBo em varios processos biologicos incluindo manutengdo da
homeostase das membranas celulares, defesa e transducio de sinal. Exercem ainda fungio
central no metabolismo de lipidios e estfo intimamente relacionadas com a liberagio do
dcido araquiddmco (AA), precursor de lipidios ativos tais como prostagiandinas,
ieucotrienos e tromboxanas {Denis, 1983; Waite, 1990) e derivados dos lisofosfolipideos
(Valentin & Lambeau, 2000).

As PLA, estBo amplamente distribuidas na natureza e tém sido tradicionalmente
classificadas como fosfolipases extracelulares ou secretadas (sPLA;) e intracelulares
dependentes {cPLA;) ¢ independentes (1PLA;) de célcio.

As PLA, extracelulares sio abundantemente encontradas no suco pancreatico de
mamiferos {sPLA; grupo 1A) e, no veneno de serpentes {sPLA; grupos IIA, 1IB) ¢ insetos
{sPLA; grupo ).

As PLA, diferem umas das outras quanto ao peso molecular, sitios de acfio,
requerimento de Ca™ e especificidade por fosfoglicerideos que possuam o AA na posigio
sn-2 {Glaser et al, 1993} Algumas PLA, mostram-se independentes de ecalcio mas
especificas pelo AA nesta mesma posicdo {(Hazen et al,, 1990) como pode ser observado
no quadro 1.

De modo geral nas PLA,, a unidade catalitica estd centrada na His 48, Asp 99,
molécula de aguz e na presenca do ion calcio {figura 2). Este ion esta ligado pelos
oxigénios da Tvr-28, Gly-30, Gly-32 e pelo oxigénio da cadeia lateral do Asp-49
{Renetseder et al., 1985; Scott et al.,, 1990). No mecanismo de agio proposto, o calcio teria
uma fungdo dupla importante pela fixac8o do grupamento fosfato dos fosfolipidios e pela
estabilizac8o da carga negativa sobre o oxigémo carboxil da hgagée éster na posicdo sn-2.
A amina (NH) da Gly-30 também foi sugerida como um fator importante na estabilizacdo
do estado de transicio {Verheij, et al., 1980).

As PLA; do grupo II tem cerca de 125 residuos e possuem uma exiensdo extra, a
cadela C-terminal de 5 a 7 residuos. As fosfolipases do grupo 1 e II distinguem-se pela
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auséncia ou presenca de uma seqiiéncia pro-peptidica, também chamada de “alca
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pancreatica”, que € uma extensfo desta cadeia C-terminal e um grupamento disulfeto

especifico (Valentin & Lambeau, 2000).

Cuadro 1 - Classificagdo das PLA

GRUPG PONTES SUTTROS ARPECTOS VEMENG DE ORIGEM sPLAs DE MAMIFERDS
PISULFIDICAS MOLECULARES Da sPLAs
MNORIE COMI ORIGEM PAPEL BIOLGGICO
;7Y 7 Alea Elppidics Naje Tripudians, Maja Sem Equivalente B B
Bungarus
DigesiZo de Hpideos, Formatio de
% 7 Propeptidec Nagja Teirudians, Naje sPLA:s Pancredtica Pércreas, Pulmio, Bago Eicosandides, Contrasdo Celular,
Alea Pancreatice Fa Proliferagdo, Migracio
ILA 7 Extensio O-Terminal Cascaveis, Vibotas sPLA:s Inflamatdna Células E Teeidos Inflamados Formnagéo De Eicosandides, Canees,
Defesa Antibacteriana
b b Extensie U-Temmir Wiporas geboon Sem Equivalents - -
H{ 8 Talver Bxrensho Propepdidee | Sem Bouivalente sPLALs (Grupe [10) Testiculos Deseonhendn
C-Terminal
A 5 NeOlicostads Abelhas, Lacerideos Sem Equivalente - -
T8 5 2 Sabuudades Escorpides Sem Eqovalente - -
Formago de Eicosandides
W & - Sem Equivalente sPLAs (GRUPO V) Coragko, Placenta 2 Macrfagzos
B & 7 Subunidades Lestma Marinhs Sem Equivalents - -
x & “Tajvez Extensio Propepdidec | Sem Equivalente sPLAs (Grupo X) Bago, Timo, Leucocitos Do Cdion, Desconhecide
o Tenmnal Fancreas
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Figura 2 — Modelo estrumral da PLA,

Com base na atividade enzimatica as sPLA, do grupo I tem sido distinguidas em
dots grupos: sPLA; Asp-49 e sPLA; Lys-49. A primeira contém um residuo de acido
aspartico no sitio de ligagiio para o Ca™~ e possui alta atividade enzimatica, enquanto que 2
Gltima contém lisina na posicio 49, possuindo baixa ou nenhuma atividade (Gambero et al,
2002).

Existe uma ampla diversidade molecular de PLA; podendo as diferentes formas ser
cataliticamente ativas ou inativas. Entretanto, estudos mais recentes revelam que os efeitos
téxicos das fosfolipases dos venenos nio podem ser facilmente correlacionades com sua
atividade catalitica, sugerindo que esta pode depender das ligagBes as proteinas alvo
(Valentin et al., 1999). Assim, foi proposto um modelo para explicar os diferentes efeitos
farmacolbgicos destas PLA; (Kinmi & Evans, 1989). Este modelo € baseado na presenca de
sitios de ligacdio especificos localizados na superficie das células alvo, os quais tém grande
afinidade para as sPLA; de venenos e que poderiam estar relacionados & sua toxidade
(Lambeau & Lazdunski, 1999; Gutierrez & Lomonte, 1995), sugerindo que as sPLA;
extraidas dos venenos podem exercer efeitos farmacoldgicos independe de suas atrvidades
enzimaticas.

Evidéncia direta da existéncia destes receptores especificos de PLA; em células de
mamiferos foi reportada posteriormente por Lambeau et al. (1989). Identificou-se dois tipos
de receptores denominando-os Tipo-N e Tipo-M (Lambeau et al, 1989; Lambeau,
Rarhanin & Lanzdunski, 1991a; 1991b; Lambeau et al, 1994) os quais s8o estruturalmente

e famacologicamente distintos.



O receptor Tipo-N esta presente em grandes quantidades nas membranas de células
do cérebro de rato e sdo compostos por pelo menos dois sitios de ligagiio. Tem grande
afinidade para sPLA; neurotOxicas mas baixa afinidade para as nfio toxicas, o que sugere
seu envolvimento nos efeitos neurotdxicos de diversas s PLA; {Lambeau et al, 1989
Ancian et al, 1995). Sic compostos por diferentes proteinas cujos pesos moleculares
variam entre 18-24 kDa, 36-51 kDa e aproximadamente 85 kDa (Lambeau, Barhanin &
Lanzdunski, 1991b). Receptores de alta afinidade, similares mas nfo idénticos (tipo N-like)
aos receptores Tipo-N do cérebro sdo encontrados em varios tecidos como figado, pulmio,
coracio e rim, sugerindo a existéncia deste tipo de receptor em diferentes tecidos {Lambeau
et al., 1989; Nicolas et al., 1997}

O receptor tipo-M (figura 3) estd expresso em células do musculo esquelético. E
composto por uma proteina Gnica de 180 kDa e sfo encontrados em grandes guantidades no
figado, pulm@o, coracic e rim, sendo que os niveis de expressio dependem do tecido e

espécie do mamifero (Lambeau et al., 1994; Valentin et al., 2000}

Dominio __ Deminic Co ke N
Dominio fribroncctinedike Bominic Dominie
Cis dpo It { transmembrans citoplasmético
' P

inibigho ds Internalizacis
atividiade da de sPLAZ
sPLAZ

Figura 3 — Representacdo estrutural esquematica do receptor tipo-M ¢ interacdo do receptor a sPLA..

Estudos sobre a funco e estrutura deste receptor indicam que; {1) o dominic CDRS
do receptor tipo-M é um elemento chave na ligagio da sPLA,; (Nicolas et al, 1997); (2)
residuos proximos ou no interior da alga do Célcio das sPLA; estdo envolvidos na ligac@o

ao receptor tipo-M (Lambeau et al., 1995); (3) ligagfo da sPLA; ao receptor induz inibigdo



de sua atividade catalitica {Ancian, Lambeau & Lazdunski, 1995) ¢ ainda que, {4) o
receptor tipo-M tem propriedades endociticas e rapidamente incorpora a sPLA; (Gelb et &l
1999},

A primeira indicacBo de que a sPLA; poderiam se ligar s proteinas de mamiferos
foi obtida atraves da interacio entre a sPLA; pancreaticas do grupo IB ¢ o recepior tipo-M
de camundongos {Arita et al., 1991). Posteriormente foi demonstrado que tanto a sPLA; do
grupo IB quanto do grupo DA poderiam se ligar ao receptor tipo-M de coelhos (Lambeau et
al., 1995) e camundongos {Cupillard et al., 1999).

Qutro estudo propds que sPLA; do grupo IIA poderiam se unir 2 superficie da célula
através da ligacdo as proteinas proteoglicanas sulfato heparanas sendo esta ligaclo
importante para hidrolise dos fosfolipidios (Koduri et al | 1998).

O tratamenic de células com dertvados da heparing resultou em redugdc da
produgdo de prostaglandinas, sugerindo que a ligacfo das sPLA; do grupo IIA is proteinas
proteoglicanas da superficie das células aumenta liberagiio de 4cido araquidénico (Suga,
Marakami & Inoue, 1993). Outro possivel exemplo de ligac3c para as fosfolipase A,
secretadas seria uma suposta ¢ simultdnea liga¢o a um sitic para heparina (Murakami et
al., 1988).

Diante da gama de proteinas alve as quais poderiam se hgar as PLA,;, uma
explicag@o para as atividades farmacologicas geradas seria a preferéncia pela superficie do
lipidic ou pela proteina receptora especifica como primeiro alvo de ligagio (Tzeng, Yen &
Tsai, 1996) ou ainda, a capacidade para formar um complexo com outra PLA, e desta
forma desencadear diferentes respostas (Chang, 1985).

Tem sido crescente o numero de estudos utilizando venenos de animais na
investigagdo fisiclogica e farmacoldgica. Da mesma forma as PLA; dos venenos (VPLA2)
tem sido utilizadas como ferramenta na identificagfio de proteinas alvo ou receptores em
mamiferos, nos quais se ligariam estas VPLA,. Verificando a homologia entre as vPLA; ¢
as PLA; secretadas (sPLA;) encontradas em mamiferos seria possivel identificar os ligantes
endbgenos naturais destas proteinas de ligagdio e receptores, bem como suas funcdes
fisiologicas. Desta formas alguns estudos j& sugerem que as sPLA; de mamiferos,
semelhante as vPLA,, poderniam atuar tanto como enzima quanto como ligante (Murakami
et al., 1997; Valentin et al., 1999; 2000).



Os alvos primarios das sPLA; dos venenos podeniam estar localizados na superficie
da célula, e 0 mecamsmo de ativacio destas PLA, podenia envolver: 1) atividade catalitica
intrinseca gerando acidos graxos e lisofosfolipideos a partir de lipidios de membrana; 2)
ligagio a hpidios de membrana desencadeando atividades celulares através de uma
desorganizac8o da membrana, 3) ligacdo a proteinas especificas localizadas na superficie
da célula (Valentin & Lambeau, 2000).

ligacio das vPLA; a proteinas especificas ou receptores de membrana (figura 4)
poderiam ocasionar liberagdc de segundos mensageiros ou degradagic da sPLA; apds
internalizacZo de seu receptor {Hanasaki &Arita, 1992; Ancian et al., 1995).

Por outro lado, ligacdo a receptores soliiveis poderia levar 2 inibic8o da atividade da
sPLA- e/ou funcdes ainda ndo identificadas.

Embora ainda nfic tenha sido demonstrado, acredita-se que precursores lpidicos
liberados pelas sPLA; poderiam estar envolvidos em diferentes tipos de crosstalk com
PLA; intracelular dependente de célcio (Huwiler et al, 1997, Hernandez et al., 1998,
Kuwata et al., 1998; Balsinde, Balboa & Dennis, 1998},
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Figura 4 — Possiveis mecanismos de acio das sSPLA.
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SECRECAO DE INSULINA

A secreglio de insulina estimulada por glicose e amincdcidos indcia-se com o
reconhecimento ¢ subseqgliente fosforilacfio e metabolizagio do nutriente pelas células beta,
gerando um ou diversos sinais que levam 2 redugiio da permesbilidade ao K FEsta
diminuigAo provoca um acumulo relative do referido cétion nas células beta, com
conseqiiente despolarizagiio da membrana e abertura dos canais de Ca™ (L) sensiveis 2
voltagem (figura 5). O influxe de Ca'™ e o aumento da concentracio de Ca®” intracelular
(ICa™}) leva a ativagic da maquindria exocitdtica, finalizando com a migragdo das
resiculas armazenadoras de insulina em direcBo 4 membrana e subsegiiente extrusio do
conteudo granular para o liguido instersticial (Hadescov, 1980, Wollhiem & Sharp, 1981;
Sutter, 1982; Petersen & Findlay, 1987, Grodsky, 1989). Um efeito secundario do aumento
da [C2™} é a ativagio da adenilato ciclase {AC) e da fosfolipase C (PLCY. A AC gera
AMPc enquanto que a PLC hidrolizando fosfolipidios de membrana, gera diacilglicerol
{DALG) e mositol 1,4,5 trifosfato (TPa),

Figgra 5 -
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Meeanizmes de secrecio de insulina.

Segundo Flatt (1996), o AMP. ¢ o DAG ativam respectivamente as quinases PKA e

PRC. As enzimas AC ¢ PLC sio diretamente estimuladas por receptores de membrana

especificos para hormdnios e newrotransmissores.
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As enzimas PKA ¢ PEC agem de maneira sinérgica com a PKA atuando na
velocidade de movimentacio das vesiculas contendo os granulos de insulina € a2 PKC na
iocalizag@io das vesiculas armazenadoras de insuling e da MLCK {quinase da cadeia leve da
miosing), resulfando na movimentagfo das vesiculas armarzenadoras para a periferia da
célula beta (Wei et al., 2000}

As mudangas dos fluxos de K7 sdo dependentes de dois tipos de canais: um de alta
condutancia (200-300 pS) ativado por Ca™ e sensivel & voltagem; e outro com condutncia
entre 50-80 pS, modulado pela relagio ATP/ADP celular, chamado de canal K arp (Cook
& Hales, 1984; Sturgess et al., 1986; Rajan, 1990).

O canal K a7p é fundamental para a manutencio do potencial de repouso de célula
beta (Ashcroft et al, 1984; Ashcrofi, 1988). E ativado por diferentes substincias
desencadeadoras e/ou potencializadoras da secreciio de insulina, tais como: sulfoniluréias,
proteinas quinases, proteina G e neurotransmissores (Boschero et al., 1990; Sener et al.,
1990; Jones et al., 1991; Fredholm et al., 1991; Caterral & Epstein, 1992; Caterral, 1993).

O canal de Ca*-dependente da voltagem ou L, é ativado em potencial de
mermbrana entre -70 a -50 mV e se caracteriza por ser sensivel as diidropiridinas.

O aumento da concentragio intracelular de calcio ([Ca™]i) e de sua atividade
citosolica depende principalmente do influxo de Ca®" extracelular. Entretanto, a liberagio
de Ca’'por fracdes subcelulares, essencialmente o reticulo endoplasmatico, tem funcio
importante na atividade secretoria da célula beta. A estimulagio muscarinica promove um
aumento substancial na [Ca®’Ji. A acetilcolina induz formagio de IPs, que age como
mensageiro intracelular mobilizando o Ca®™ do reticulo endoplasmatico. O IP; e outros
segundo mensageiros como AMPc, proteinas quinases € proteinas G também modulam os
canais de Ca’", contribuindo para a amplificaciic da secrecdo de insulina {(Zawalich, 1988;
Brown & Birnbaumer, 1988; Rajan et al., 1989).

FOSFOLIPASE Az E SECRECAO DE INSULINA

As PLA; citosolicas dependente (cPLA;) e independente de calcio {(iPLA;) estio
expressas na célula B (Jolly, Major & Wolf, 1992; Gross et al., 1993).

A presenga de cPLA; em ilhotas de Langerhans foi demostrada atrives de

imunoreatividade (Loweth, Scarpello & Morgan, 1995; Parker et al., 1996), do estudo de
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sua atividade (Jolly, Major & Wolf, 1992) e acumulo de é&cido araquiddnicc ou
lisofosfatidilcolina nas células (Konrad et al., 1592a, b).

A importincia funcional da ¢cPLA, durante 2 secrecio de insulina foi demonstrada
e experimentos 1os quais observou-se que: 1) a atividade da PLA; acompanha o
metabolismo da glicose (Laychock, 1982); 2) a inibigBo farmacolégica da cPLA; blogueia 2
secrecio de insulina estimulada por glicose (Konrad et al, 1992a, b; Loweth, Scarpello &
Morgan, 1996) e 3) admimistragio de c¢PLA; promove liberagiio de insulina {Zawalich &
Zawalich, 1985).

Gross et al. (1993) demonstraram que iPLA; também ¢ expressa em célula B e, 2
exemplo da cPLA; esta situada no citosol. Esta iPLA, ¢ ativada por ATP formado 2 partir
do metabolismo da glicose e potencializa a secrecBo de insulina (Gross et al,, 1993; Jolly,
Major & Wolf, 1993; Ramanadhan et al., 1994)

Propde-se que além da glicose (Laychock,1982; Loweth, Scarpello & Morgan,
1996) potencializadores da secrecio de insulina, tais como a colecistoquinina-8 (CCK-8) ¢
o carbacol (Konrad et al., 1992; Simonsson, Karlsson & Ahrén, 1998) ativariam as PLA;
das ilhotas pancreaticas, que por sua vez hidrolizaria fosfolipidios de membrana levando a
um acamulo de acido araquiddnico e assim a amplificagio da secregio de insulina (Turk,
Wolf & McDaniel, 1987: Turk, Gross & Ramanadham, 1993). O carbacol e CCK-8 ativam
a ¢PLA, enquanto que somente a CCK-8 ativa a iPLA,; (Simonsson, Karlsson & Ahren,
1998).

A iPLA,; da ilhota pancredtica possui um dominio que se liga & proteinas integrais de
membrana, incluinde algumas que regulam o fluxo inico através da membrana, ¢ que
sugere sua participagio na regulagio do fluxo transmembrana de fons em celulas B
estimuladas com glicose (Ramanadham et al., 1997).

Por serem proteinas cataliticamente ativas, de um modo geral associadas a
membrana plasmatica ou membrana de organelas citoplasmaticas, acredita-se que a cPLA2
e 2 iPLA, estariam envolvidas no metabolismo de fosfolipidios de membrana, transducio
de sinal celular e participagdio no controle fisioldgico de outros mecanismos.

Como dito anteriormente, ha presenca desta iPLA; em celulas beta e suple-se
atualmente que ela age como sensor para glicose unindo alteragdes do metabolismo

glicolitico a formagiic de eicosandides ativos, facilitando desta forma a secre¢do de insulina



estimulada por glicose. Atualmente j& se sabe que 08 mecamsmos pelos guais
potencializadores como a CCK-8 e o carbacol, estimulam a secrecZo nfo s@o apenas
mediante estimulagfio de PLC e consegleniemente ativacic de PKC, mas também por
outras vias de transducdo de sinais. Desta forma, acredita-se que estimulacZo sgja em parte
devido & ativacio da iPLA; (Ramanadham et al., 1999)

A maior parte dos estudos com a crotoxina de venenos de serpentes e/ou suas sub-
unidades {(PLA; e crotapotina) foram realizados na jungic neuromuscular, e pouco se sabs a
respeito da aclo exercida em outros tecidos e em especial no mecanismo de secregio de
diferentes hormonios.

Diante da homologia entre as sPLA, (PLA; secretadas) extraida dos venenos e das
cPLA; e iPLA; (PLA; citosOlicas dependente e independente de célcio) de mamiferos, além
da consideravel facilidade na obtencio destas através de punficacio e fracionamento de
venenos de animais, senia de grande relevincia utiliza-las com intuito de avaliar possiveis
mecanismos fisiologicos e processos metabdlicos, em particular os mecanismos envolvidos
no processo de acoplamento, estimuio, e secrecio de insulina, que possam posteriormente

ser transcendido para os mamiferos e principalmente o ser humano.
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OBJETIVO




Neste trabatho investigou-se o papel da crotoxina-like, extraida do venenc da
cascavel Croralus durissus collilineatus com enfoque na sua subunidade bésica, a PLA,,
sobre a secre¢do de insulina de ilhotas de Langerhans de ratos, visando elucidar os
mecanismos que estariam envolvidos na modulacio da secrecdo de insulina estimulada ¢/
ou potencializada pela PLA,, em presenca de diferentes agentes que interferem no processo

de acoplamento e estimulo do processo de secrecio de insulina.
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MATERIAIS E METODO
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ANIMAIS

Ratos Wistar machos, pesandc entre 250 a 300 g, foram utilizados em todos os
experimentos. Os ratos foram alojados, pelo menos por uma semana, no biotério de
manutencio do Departamento de Fisiologia da UNICAMP, em gaiolas coletivas. RagZo e

agua foram fornecidas ad Hbitum.

SOLUCOES

As sclugBes estoques comumente empregadas nos experimentos obedeceram as
seguinies composicles:
Solucio Hanks Utilizada para isolamento das ithotas. NaCl: 8.00 g/, KCL: 0.40 g/l, CaCly:
0.14 g/, MgS04.7TH,0: 0.20 g/, NaH:PO4: 048 g/l, KH,PO4: 0.06 g/l, NaHCG;: 0.35 g/l,
H,O (gsp): 1.00 L.
Solucio de HEPES-bicarbonate: Utilizads para dissolver o Ficoll, foi preparada no
momento do uso e constituida por volumes iguais das solugles 1, II {(sem bicarbonato), [l e
4gua, acrescendo-se HEPES a 1.2 mM e NaHCOs a ImM e pH ajustado para 7.4, Solugdo
I NaCl a 0.460M; Solugdo II. NaHCOs 0.096M, KC1 0.02M, MgCl.6H,0; Solucdo IiI-
CaCl,.2H,0 2.56mM . No momento de utilizacio das solugdes a composigdo ibnica final
foi de: 141.5 mM de Na', 5.8 mM de K*, 1.3 mM de Ca®", 0.8 mM de Mg’", 143.6 de CI,
42 mM de HCOx, 0.3 mM de HPO,®, 0.8 mM de SO~ ¢ 0.4 mM de H,PO. para solugio
de Hanks: ¢ 139.0 mM de Na~, 5.0 mM de K*, 2.5 mM de Ca®", 1.0 mM de Mg”", 123.6
mM de CI', ¢ 10 mM de HCOs3 e 15 mM de HEPES, para a solugio de Krebs. Para todos os
protocolos, quando necessario, o pH ¢ osmolaridade das solugdes foram corrigidos.
Solugdes de Ficoll: Utilizadas para a separacdo das ithotas do material exderino nas
concentragdes de 27% , 21% ¢ 10.8%. Preparada no momento do uso com tampao HEPES-
bicarbonato.
Solugiic tampdo fosfato para radicimunoensaio: Sofucdo I: NapHPO4 0.2M; Solucdo I
NaH-PO. H.O 0.25M; Solucdo III: 161mL solugdo I + 39mL solugdo II + 800mL H,C
destilada + 0.1g Na azida. A partir da solucdo III acrescenta-se, no momente do usc, 0.9¢
NaCl e 0.5g de albumina para cada 100mL e ajustar o pH para 7.4 com NaOH.
Tampdo de extracio (extrato total): Utilizada para a extragdo de proteinag celulares dos
tecidos estudados. Trisma base 100mM, EDTA 10mM, SDS 10%, fluorete de sddio
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100mM, pirofosfato de s6dic 10mM, ortovanadato de sodio 10mM, agua deionizada. A
solugdo foi mantida a 4°C, sendo que o ortovanadato, o PMSF e a aprotinina foram
acrescidos no momento do uso.

Tampio de Laemmli (5x) Usado para estocar o material extraido e sua POStenior
aplicagio no gel de poliacrilamida para eletroforese (SDS-PAGE). Azul de bromofenol
0. 1%, fosfato de sédio 1M pH 7.0. glicerol 50% e SDS 10%.

Splucio tampdo utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):
Trisma base 200mM, glicina 1.52M, EDTA 7.18mM ¢ SDS 0.4%. Para uso, a solugfo foi
diluida 1:4.

Solucie tampdoc para transferéncia. empregada para a transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Trisma base 25mM, glicina
192mM, metanol 20% e SDS 0.02% para facilitar a eluicBo de proteinas de alto peso
molecular. Foi estocada a 4 °C antes do uso.

Solucio tampdo para SDS-PAGE — Gel de resolucio (resolving). Tampio composto de
EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 50mM, com pH ajustado para 6.7 com acido fosforico.
Solucfio tampdo para SDS-PAGE — Gel da fase de empilhamento (stacking) das
proteinas: EDTA 4mM, SDS2%, Trisma base S0mM, com pH ajustado para 6.7 com 4cido
fosforico.

Solucfio basal: Solugio basica utilizada para ¢ manuseic da membrana de mitrocelulose
apds transferéncia das proteinas, contém: cloreto de sédio 150mM, Trisma base 10mM,
Tween 20 a 0.02%.

Solucdo blogueadora: Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apos a
transferéncia. 5% de leite em pd desnatado e azida sodica 0.02%, dissolvidos em solugdo
basal.

Solugdio para anticorpes: Solugdo contendo anticorpos especificos que marcaram as
proteinas transferidas para a membrana de nitrocelulose; 0.3% de leite em pd desnatado e
azida sddica 0,02%, diluidos em solucio basal. O anticorpo utilizado foi: antifosfotirosina
{Santa Cruz).

Solucio com proteina A marcada com °I: Permite a visualizagio das bandas em
autoradiografia, contém 0.1% de leite desnatado, dissolvido em solugho basal com 10 pl de

proteina A 231 (100 uCi).
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Liquido de cintilacfo: Tolueno: 70%, Tinovetin: 30% e Omnifluor: 400mg/ml.

CARACTERIZACAO E PURIFICACAO DA PLA,
A PL.A; foi izolada e purificada segundo método descrito por Toyama et al, (2002).

ISOLAMENTO DE ILHOTAS DE LANGERHANS F GRADIENTE
DESCONTINUG DE FICOLL

Os ratos foram sacrificados por decapitacio. Apos incisio abdominal e oclusio da
extremidade do ducto biliar comum, inseriu-se uma cinula através de uma pequena incisio
na parte proximal (hepatica) deste ducto. Atfravés da cénula de polietileno, foi imetada
soluc@o de Hanks contendo 2.8 mM de glicose e colagenase 1 mg /ml., que promoveu a
divulsdo do tecido acinoso. O péncreas foi excisado e dissecado de gorduras, do tecide
vascular e dos glnglios infaticos. A seguir, foi reduzido a fragmentos pequencs que foram
transferidos para um tubo de ensaio (50 ml) contendo Hanks ¢ colagenase (Boehringer
Mannheim Biochemicals, USA). Em seguida, os fragmentos foram incubados em banho-
maria a 37°C durante aproximadamente 18 min. Apos o periodo de incubaciio, o tubo foi
agitado manualmente por aproximadamente 1 min ou até a obtencio de mistura de
viscosidade homogénea. O conteddo foi transferido para um Becker ¢ o matenial foi lavado
com solugiic de Hanks, 4 vezes, para a remociio da colagenase, das enzimas digestivas
liberadas durante a incuba¢fo ¢ também dos fragmentos celulares.

O material isolado foi transferido para 2 tubos cbnicos de 50 mlL (falcon) em
quantidades iguais e centrifugados por 1 min a 1000 rpm (Centrifuges SORVALL RT 7).
Retirado o sobrenadante, acrescentou-se soluggo de Ficoll a 27%, seguida de agitacio para
homogeneiza¢do do material. Sobre a solucio de 27% acrescentou-se a solugio de 21%
lentamente, para a formag@io das diferentes fases do Ficoll e por fim acrescentou a solugio
de 10.8%. A seguir os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min. Apods a
centrifugacdo, com auxilic de pipeta Pasteur, o material localizado entre as camadas foi
transferido para 2 novos tubos cdnicos e lavados por trés vezes com a solucdo de Hanks

para a remogdo do Ficoll. As ilhotas livres de muaterial exdcrino foram transferidas para
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placas de Petri de fundo preto e distribuidas em Ependorffs, com auxilio de uma pipeta

Pasteur, ¢ submetidas as condigdes experimentais.

SECRECAO ESTATICA DE INSULINA

As ithotas coletadas foram transferidas para placas de cultura com 24 reservatonos
contendo 0.5 ml de solucio Krebs, suplementada com 0.5% de albumina bovina (m/v) e 5.6
mM de glicose. Em todos os experimentos 5 ilhotas foram colocadas em cada reservatério.
A seguir as placas foram acondicionadas em banho-maria a 37 °C e mantidas em ambiente
controlado (umidificado e gaseado com carbogénio). Inicialmente as ilhotas foram pre-
incubadas por 1h em soluciio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10mM, contendo
5.6 mM de glicose. A soluciio foi rapidamente removida e substituida por nova solugio de
Krebs modificada com 2.5 mM de Ca™” e incubadas durante 1h em presenca de diferentes
agentes moduladores da secreclio, na presenca ou auséncia de diferentes concentragdes de
crotoxina-like, crotapotina e PLA,. ApGs 1h de incubacfo, as placas foram resfriadas em
banho de gelo e o sobrenadante removido, transferido para tubos de ensaio e armazenado a

—20 °C para posterior dosagem de insulina.

DOSAGEM DE INSULINA

A insulina secretada durante os diferentes experimentos “in vitro” foi determinada
por radioimunoensaio. Para isso transferiu-se 0.1 ml das amostras desconhecidas (em
duplicata) as quais receberam a seguir 0.2 m! de uma solug3o contendo anticorpo anti-
insulina (1:200) e insulina marcada com 1257 {tragador) em tampdo fosfato pH 7.4,
acrescido de NaCl 0.9 % e albumina 0.5 %. Em seguida foram preparados os seguintes
controle:
a) 3 tubos {Totais) que receberam somente 0.2 ml do tampdo fosfato contendo insulina
marcada '*’T para averiguacio da radiagio méxima.
b} 3 tubos (Ligagio nio especifica) contendo 0.2 ml do tampdo fosfato contendo insulina
marcada I e 0.1 ml de tampdo fosfato, para determinar possiveis interferéncias no ensaio

pelos componentes do tampéo.



¢} 3 tubos (Referéncia) contendo 0.2 ml de solugio tampio fosfato contendo insulina
marcada com '*1 e anticorpo anti-insulina e 0.1 ml de tampio fosfato, constituindo assim o
zero de insulina da curva padrio.

Em seguida preparou-se, também em triplicata, uma série de tubos (curva padrio),
contendo 0.1 mi de insulina conhecida nas seguintes concentracBes: 0.02; 0.039,; 0.078; 0.16,
0.31; 0.63; 1.25: 2.5, e 5.0 ng/mi. Cada tubo dessa séne recebeu também 0.2 ml de soluglo
tampdio fosfato contendo insulina marcada T e anticorpo anti-insulina. No final da
preparagdo dos tubos (amostras, conirole e curva padrio), eles foram agitados em vortex ¢
estocados a 4 °C, durante 48 h.

Apos este periodo de incubac3io, com excegdo dos iotais para analise da radiagio
maxima, todos 0s outros tubos receberam 0.2 mi de uma solugio contendo 2.5 % de carvio
(Morit A), 0.5 % de albumina e 0.25 % de dextran T 70, Os tubos foram deixados em
repouso durante 20 min e a seguir centrifugados durante 20 min (2800 rpm) a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de
radiagdc gama Os 3 tubos elaborados para anélise da radiagdio méxima ndo tiveram o
sobrenadante descartado, sendo a radiagdo dos mesmos avaliada diretamente. Com bases nos
valores obtidos nos tubos contendo insulina conhecida elaborou-se uma curva padrio que foi
utilizada para a avaliacio dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados foram

expressos em ng/mL de insulina secretada durante os experimentos “in vitre”.

METABOLISMO DA GLICOSE

A oxidac8o da ghcose nas ilhotas isoladas foi avaliada através da determinagio da
oxidacio da D-[U-""Clglicose em M’C{}g (MALAISSE et al, 1974). Para isso, grupos de 15
ithotas foram coletados e transferidos para tubos de ensaio com volume aproximado de 0.7
ml contendo solugdo de Krebs. A seguir o meio de coleta foi descartado sendo introduzido
75 ul do meio de incubago (solucio de Krebs) contendo 2.8 cu 16.7 mM de glicose, PLA;
{1pg/ml) e tragos de D—{U—MC}glicose (10 puCi/mi}. Paralelamente, preparou-se para cada
condi¢do experimental, 3 tubos-controle que receberam os respectivos meios de incubagfo

com a glicose marcada, porém sem as ilhotas (correspondeu ou BG). Os tubos de ensaio

foram introduzidos em frascos maiores (suportes}, hermeticamente fechados com tampas de
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borracha e incubados durante 120 min a 37 ©C sob constante agitagfio, sendo o pH 7.4
equilibrado com carbogénio durante os primeires 10 min.

Ap6s o periodo de incubagio, foram adicionados aos tubos de ensaio 0.1 mi de uma
soluglo de HCI 2 0.1 N, para interromper a oxidacgo, ¢ 0.5 ml de NaOH 1.0 N nos frascos
supories para a captagio do mﬁ@z hiberado no meio. Para que todo o HCOZ iberado no meio
fosse captado pelo NaOH, os frascos suportes foram agitados durante 60 min a temperaturg
ambiente. Apds este periodo, os twbos contendo as ilhotas e os controles foram descartados.
Foram preparados, também, 3 frascos denominados MAX, onde se introduziu 1.0 pl dos
respectivos meios de incubagdo. Todos os frascos receberam 10 ml de liquido de cintilago ¢
a radioatividade de cada frasco fol medida em um contador de radiaciio beta.

Através da equagio:

«3
Gy x 10

15 x cpm (MAX)

obteve-se o fator F que multiplicado pelo nimero de cpm de cada amostra propiciou a
quantidade em pmol de glicose oxidada durante 120 min por ilhota.
Na equagio:

[G] = concentra¢io molar da glicose no meio de incubacio;

18 = namero de ithotas em cada tubo de ensaio;

cepm (MAX) = nimero de radiagBes por min obtido em 1 ul do meio de

incubagio.

CAPTACAO DE 43Ca
Grupos de 180 a 200 ilhotas distribuidos em 3 tupos Eppendorfs foram pre-
incubados, por 30 min em solugio de Krebs, tamponado com 10 mM de HEPES, pH 7.4,

contendo 2.8 mM de glicose e gaseado com oxigénio puro. Apos este periodo, as ilhotas
foram incubadas por 5 ou 90 min, em 100 ul de solucio de Krebs contendo 456&(312 {60

uCi/ml) e glicose em concentragdes crescentes (2.8 ¢ 16.7 mM) e PLA; (6ug/ml). Apds

incubagdo, o sobrenadante de cada frasco foi transferido para outros trés tubos Eppendorfs,

e
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para posterior preparo do padrio externo ou maximo (MAX). Imediatamente apGs retirada do
sobrenadante das diferentes situagdes experimentais (5 ou 90 min de incubagio), a reacio foi

interrompida pela adigo, em cada tubo eppendorf, de 0.9 mi de solugio de LaCly 2 uma

concentragdo final de 2.0 mM, a 0 °C e pH 7.4. Os tubos contendo as ilhotas e a soluciio de

LaCly foram mantidos durante 60 min a 0 ©C. O sobrenadante foi descartado e as ihotas

lavadas 3 vezes com a solugdo de LaClz a 0 OC. As ithotas foram, ento, transferidas para

placas de Petnt pequenas (5 cm de difmetro), recoletadas em grupos de 10 e transferidas para
frascos de polietileno contendo 0.5 ml de solugio de EGTA (0.5 mM). De cada uma das
placas de Petri, foi tomado um volume de liquido igual ao transportado junto com as ithotas
durante a recoleta {(em duplicata). Esse volume, serviu para a avaliagio da radioatividade
contida no meio (BG).

O valor do MAX foi obtido através da avaliacio da radioatividade contida em 1 ul do
sobrenadante radicativo (meio de incubagic), em triplicata, para cada situaciio experimental.
A cada frasco de polietiieno foi adicionado 6 ml de liquido de cintilacio, sendo a
radioatividade medida em contador de particulas beta. A quantidade de célcio incorporado
por ithota foi calculada pela multiplicagdo de um fator F pelo namero de cpm de cada frasco,
apoés a subtragdo do (BG) correspondente.

O fator F foi obtido pela seguinte equagio:

40006

cpm do MAX x 10

Na formula:
40000 = quantidade em picogramas de Ca’™ contida em 1.0 ul do meio de
incubacio (conc.do Ca® = 1.0 mM);
cpm{MAX) = numero de radiaches por min obtido em 1.0 pl do meio de
incubacio;

18 = nOmero de ilhotas em cada frasco
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Os resuliados foram expressos em picomol Ca’7ilhotas por min. Para isso, foram

divididos os valores obtidos em picogramas pelo peso molecular do Ca™.

EFLUX0O DE ACIDO ARAQUIDONICO

As ithotas foram incubadas durante 24h em 10 mi de meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 2.05 mM de L-glutamina 100 IU/ml de penicilina, 100pg/mi
de estreptomicina e 4 uCi de [3H]AA (atividade especifica: 209Ci/mmol)

Apds cultura de 24 horas as ilhotas foram lavadas trés vezes com solugfio Krebs
HEPES-Bicarbonato (pH 7.4). Grupo de 25 ithotas foram transferidas para reservatorios em
placas de cultura (24 well) e incubadas durante 1h em 700ul de solugio Krebs contendo €.5
ou 5.6 ug/ml de PLA, e diferentes concentragdes de glicose (37 °C, pH 7.4. 3% COy).

Apos incubagdo o valor do efluxo maximo foi obtido através da avaliagio da radicatividade
contida em 500 ul do sobrenadante radioativo {meio de incubacfio). A cada frasco de
polietileno foi adicionado 4 ml de liquido de cintilaglo, sendo a radioatividade medida em
contador de particulas beta. Também foi determinado ¢ conteido radioativo maximo das
ilhotas. Além disto, 100 ul do meio foi estocado em —20 °C para posterior dosagem de
insulina. O efluxo de acido araquiddmico foi obtido através da radioatividade contida no

meio, apds 1h de incubacdo, dividida pela radioatividade total das ilhotas.

DOSAGEM DE NUCLEOSSOMOS

A guantidade de DNA fragmentado foi dosada através do Kit da Calbiochem -
Nucleossome ELISA. Os nucleossomos foram detectados por anticorpe Anti-Histona (reagédo
feita em placa de ELISA) Esta reac8o € medida devido & formacfio de um substrato
cromoegénico entre o complexe DNA-antihistona ¢ a estreptovidina peroxidase. A leitura da
placa de ELISA foi feita em 450/595 nm. Os resultados foram comparados com a curva

padrio de nucleossomos fornecida pelo Kit.

EXTRATO TOTAL

Imediatamente apos a incubagio das ithotas com 2.8 ¢ 16.7 mM de glicose em
presenca ou ndo de PLA,, foram acrescentados 200ul do tampdo de extraclio e as ilhotas

foram homogeneizadas durante 30 segundos com processador do tipo polyiron. As
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amostras receberam 30 pL de triton (detergente ndo idnico) a 10% ¢ foram armazenadas a 4
°C. Determinacio prévia da quantidade de proteina do sobrenadante foi processada pelo
método do biureto.

Volumes das amosiras com a mesma concentragio protéica foram tratadas com
tampdic de Laemmli (Laemmli, 1970} contendo 100 mM de DTT, aguecidas em &agua
fervente por § min e centrifugadas por 1 min. As proteinas foram aplicadas sobre gel
poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2mm de espessura. Em paralelo aplicou-se uma amostra
padric de proteinas de pesos moleculares conhecidos. A eletroforese foi realizada em cuba
de minigel da Bio Rad (mini-protean), com solugic tampfo para eletroforese, previamente
diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts, inicialmente, até a passagem da linha
demarcada pela fase de empilhamento (stacking) e 120 volts até o final do gel de resolugdo
(resolving). A seguir, as proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para 2
membrana de nitrocelulose. Para isso utilizou-se o eguipamento de eletrotransferéncia da
Bio Rad com as membranas embebidas em solucio tampdo de transferéncia, mantidas em
voltagem constante de 120 volts por 2 horas, sob baixa temperatura.

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram incubadas
em soluco bloqueadora overnight a 4°C, para diminuir a ligagdo inespecifica de proteinas.
A seguir, as membranas foram lavadas com solugdo basal trés vezes por 10 min, €
incubadas com anticorpc antifosfotirosina, diluido em solucdo tampdo por 4 h, a
temperatura ambiente sob agitacdo constante, ou durante uma noite a 4°C. Entdo foram
lavadas novamente 3 vezes por 10 min com solugfio basal, e incubadas a seguir em solugdo
com proteina A, marcada com 121 durante 2h a temperatura ambiente.

O complexo anticorpo-{I'%’] proteina A foi detectado por Storage Phosphor Screen.
A membrana foi armazenada a -20°C por aproximadamente 3 horas dentro de um cassete
apropriado ¢ revelado através do sistema Cyclone Storage Phosphor System {Perkin Elmer
Life Sciences Inc, Boston, USA).

A intensidade das bandas foi determinada através da leitura das auto-radiografias

reveladas por densitometria Optica, utilizando o programa Scion Image.

26



REAGENTES

Metano hidroximetilamina (TRIS), fenimetilsulfoniifluoreto (PMSF), aprotinina,
ditiotreitol (DTT), etilenediamina acido tetra acético (EDTA), Triton X-100, Tween 20,
glicerol, colagenase tipoV, Ficoll, HEPES, BSA ( albuminz do soro bovino), e ¢ meio de
cultura RPMI 1640 foram fornecidos pela Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA). [°H]
Acido Araguidénico, Proteina A e Insulina Humana marcadas com iodo radicativo (‘%)
foram adquiridas da Amersham {Amersham, UK), e a proteina A Sepharose 6 MB da
Pharmacia {Uppsala, Suécia). A membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, 0.45um) foi
obtida da Amersham (Aylesbury, UK). O soro fetal bovino e ¢ antibittico foram fornecidos
pela Nutricell.

O veneno bruto da Crofalus durissus collilineatus foi adquirido junto ao Instituto
Butatan, S3o Paulo e CEVAP-UNESP, Botucatu, Sfo Paulo, Brasil, e purificado e

caracterizado no laboratoric de quimica de proteinas, IB-UNICAMP.

MATERIAIS

Para medicio da radicatividade foram utilizados os contadores Gamma 3500
(Beckman) e Beta LS 6000TA (Beckman). A leitura de absorbéncia foi realizada através de
leitor de Elisa (Labsystems).

Os aparelhos para a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sadio (SDS-PAGE) foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, CA).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do procedimento com ithotas isoladas foram apresentados como média
+ SEM. Quando apropriado teste ¢ de Student pareado ou no-pareado foram usados. Os
programas InStat ¢ Pnisma (GraphPad Software) foram utilizados para a analise estatistica e
construcdo das curvas concentragio-efeito com determinacio da Ecsp respectivamente. O

nivel de significincia adotado foi P<0.05.
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Efeito da crotoxina-like sobre a secrecfo de insulina.

A fig. 6 monstra a agdo da crotoxina-like (5.6 ug/mi), proteina extraida do veneno
da cascavel Crotalus durissus collifineatus, sobre secrecio de insulina em ithotas isoladas,
incubadas durante 1b em presenga de 2.8 ou 16.7mM de glicose. Em concentragdes
subliminares de glicose (2.8 mM) a secrecio de insulina por ilhotas incubadas em meio
contendo & crotoxina-like foi 2.7 vezes maior comparada com a secreciio de ilhotas
controle. Em presenga de 167 mM de glicose o aumenio da secregdo induzido pels

crotoxina-like foi 1.8 vezes maior que o controle.

Efeito da crotapotina sebre a secrecio de insulina.

Com o intuito de avaliar qual fraciio da crotoxina-like estaria induzindo o aumento
da secrecio de insubing {fig. €) avalicu-se a secrecdo de insulina de ilhotas incubadas na
presenca de 2.8 e 16.7mM de glicose ¢ na auséncia ou presenga de 5.6 ug/mi de crotapotina
conforme ilustrado na fig. 7. A potencializacio da secregdo, induzida pela crotapotina, foi
significativa apenas em condigdes basais de glicose, sendo esta 2.7 vezes maior gue &

secrecio do grupo controle.

Efeito da fosfolipase A, sobre a secrecio de insulina.

O efeito de 5.6 ug/ml de PLA; {subunidade da crotoxina-like) sobre a secrecio de
insulina por ilhotas incubadas na presenca de 2.8 ou 16.7mM de glicose. A PLA; aumentou
a secrecdo de insulina tanto na condig@o basal (4.2 vezes em relagio ao controle) como na

presenca de altas concentragdes de glicose (1.9 vezes).

Efeito de concentracdes crescentes de PLA,; sobre a secrecio de insulina.

A partir da analise das Fig. 6, 7 e 8 fica claro que o efeitc predominante em
estimular a secreco de insulina esté relacionado a PLA,. Diante disso, avaliou-se o efeito
de concentragdes crescentes de PLA; (0.1 - 10ug/ml) sobre a secregio de insulina de ilhotas
isoladas em presenga de 16.7 mM de glicose (fig. 9A) Verificou-se que ocorre uma
potencializagBo sigmificativa da secre¢fo de insulina somente para concentragdes de PLA;
superiores a 1 ug/ml. Os valores relativos de secreciio de insulina estimulada com as

diferentes concentragfes de 0.1 - 03 -1 -33 -6~ 10ug/mlide PLA, foi 1.1 - 1.9 2.7 -
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3.3 — 3.8 — 4.0 vezes malor respectivamente, quando comparado em presenga apenas de
16.7 mM de ghcose. A fig. 9B mostra que esta secrecdo tende a estabilizar-se, a partir de

3. 3ug/ml, mesmo quando hd um aumento da concentracio de PLA; (EeS50 = 6.5 £ 0.1

pg/mi).

Efeito de concentracdes crescentes de glicose em presenca de PLA,.

A presenca de 1 pg/ml {(fig. 10A) ou 5.6 ug/ml {fig. 10B) de PLA; potencializou 2
secrecdo de insulina em todas as concentracdes de glicose utilizadas (28 ~83 - 167 -227
e 27.7). O incremento na secrecdo de insulina na presenca de 1 ug/mi de PLA; em
diferentes concentragdes de glicose foram respectivamente 8.9 - 7.5 — 1.9 — 1.8 e 2.3 vezes
maior que seu respectivo controle. J& em presenca de 3.6 ug/mi de PLA; este aumento fot
6.3 2.1 — 2.0~ 2.2 e 1.9 maior comparado ao seu controle. Observa-se que a diferenca (A}
entre 0s valores de secregdo em presencga ou ndo de PLA; € inversamente proporcional ao
aumento das concentragbes de ghcose. Observou-se apenas um aumento da resposta
maxima da secrecao de insulina tanto em presenca de 1 pg/mi quanio 5.6 pg/mi de PLA:,
n3o tendo sido observada diferenca na Ecso de ambas as curvas com relagfio ao controle

{somente glicose).

Efeite da PLA; sobre a viabilidade das lhotas de Langerhans.

Iihotas de Langerhans submetidas & pré-estimulacdo com (A) 2.8 mM de glicose,
(B) 2.8 + PLA,, (C) 16.7 ¢ (D) 16.7 mM de glicose + PLA,; (fig. 11) foram posteriormente
iavadas com solug¢do de Krebs contendo 5.6 mM de glicose e submetidas & novo periodo de
incubacggo por 1 h na presenca de 2.8 (A) e 16.7 mM de glicose (B, C e D). Observa-se que
as ilhotas submetidas a 16.7 mM de glicose secretou mais insulina comparado 2 2.8 mM de
glicose. O aumento observado foi de 13, 23 e 20 vezes o controle, respectivamente,

indicando a viabilidade das mesmas, ou seja, que a2 PLA; ndo danificou as ilhotas.
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Figura 6 — Efeito de 5.6 ug/ml de crotoxina sobre a secreclio de insulina de  ilhotas isoladas
(n=18), pré-incubadas por 1h em solugio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM
contendo m 5.6 mM de glicose e incubadas por 1h em solucio de Krebs modificada com 2.5 mM
de Ca®" na presenca de 2.8 ou 16.7 mM de glicose. A insulina acumulada foi quantificada através
de radioimunoensaio.

Resultados expressos em meédia+ SEM.

* Diferenga significativa em relagio ao seu respectivo controle {p < 0.05).
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Figura 7 — Efeito de 5.6 pg/ml de crotapotina sobre a secreciio de insulina de ilhotas isoladas
{n=18), pre-incubadas por 1h em solugfo de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM e
contendo 5.6 mM de glicose e incubadas por 1h  em solugiio de Krebs modificada com 2.5 mM
de Ca*" na presenca de 2.8 ou 16,7 mM de glicose. A insulina acumulada foi quantificada através
de radioimunocensaio.

Resultados expressos em média+ SEM,

* Diferenca significativa em relagfo ao seu respectivo controle {p < 0.05),
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Figura 8 - Efeito de 5.6 ng/mi de PLA, na secregiio de insulina em ilhotas isoladas {n=24), pré-
incubadas por 1h em sclugfio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM contendo 5.6
mM de glicose e incubadas por 1h em solugio de Krebs modificada com 2.5 mM de Ca* em
presenga de 2.8 ou 167 mM de glicose. A insulina acumulada foi quantificada através de
radioimunoensaio.

Resultados expressos em média £ SEM.

* Diferenga significativa em relacfio ao seu respectivo controle (p < 0.03),
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Figura 9A - Efeito de concentragSes crescentes de PLA, {0,1ug/ml - 10ug/ml) sobre a secrecio
de insulina de ilhotas isoladas (n=12), pré-incubadas por 1h em solucio de Krebs modificada, pH
7.4 com HEPES 10 mM, contende 5.6 mM de glicose ¢ incubadas por 1h em solucBo de Krebs
modificada com 2.5 mM de Ca® em presenga de 2.8 ou 16.7 mM de glicose. Figura 98 - Curva
concentragio-efeito confeccionada a partir dos valores absolutos de secreio, contidos na fig. ZA.
Os quadrados () representam a secrecio de insulina em ng/ml e a curva sigmoide foi obtida por
regressio nfo linear. 50% da resposta maxima foi observada a partir do log da Ec,,,

Resultados expressos em media+ SEM.

* Diferenga significativa em relagio a 16.7 mM de glicose (p < 0.05)
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Figura 10A — Efeito de concentragbes crescentes de glicose em auséneia {barras claras) ou
presenca (barras escuras) de 1 ug/ml de PLA, sobre a secreciio de insulina de ilhotas isoladas de
ratos (=6}, pré-incubadas por 1h em solugio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM
e contendo 5.6 mM de glicose incubadas por 1h em solucfio de Krebs modificada com 2.5 mM
de Ca’ e as diferentes concentrages de glicose. A insulina acumulada foi quantificada atraveés
de radioimunoensaio. Figura 10B — Efeito de concentracdes crescentes de glicose em auséncia
{barras claras) ou presenca {barras escuras) de 5.6 pg/mi de PLA, sobre a secregio de insulina de
ilhotas 1soladas de ratos (n=6), pré-incubadas por 1h em solugio de Krebs modificada, pH 7.4
com HEPES 10 mM. e contendo 5.6 mM de glicose incubadas por 1h em soluglo de Krebs
modificada com 2.5 mM de Ca® e as diferentes concentracdes de glicose. A insulina acumulada
foi quantificada atraves de radioimunoensaio. Resultados expressos em média + SEM.

* Diferenca significativa em relagfio ao seu respectivo controle {p < 0.05).
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Figura 11 - Efeito da exposicio prévia a PLA,. As ilhotas do grupo A e C foram expostas a
glicose 2.8 ¢ 167 ¢ as ilhotas do grupo B e de D foram expostas as mesmas concentragdes de
glicose associadas com 5.6 ug/mi de PLA durante 1h. Apes este periodo as ithotas dos 4 grupos
foram lavadas em solugdo de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 miM e contendo 5.6 mM
de glicose. Em seguida as ilhotas do grupc A foram reincubadas por 1 h em solugBio de Krebs
modificada com 2.5 mM de Ca®" e 2.8 mM de glicose, enquanto que as ilhotas dos grupos B, Ce
D foram expostas a 16.7 mM de glicose na auséncia da PLA,, pelo mesmo periodo de incubacio.
A insulina acumulada foi quantificada através de radioimunoensaio. Resultados expressos em
media + SEM.

* Diferenga significativa em relaglo ac basal (p < 0.05).
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Efeito da PLA; sobre o metabolismo de glicose.

A oxidacdo da glicose (fig. 12} foi avaliada através de cintilag8o liquida medindo-se
o *CO, liberado pelas ilhotas de Langerhans apés 120 minutos de incubagio com 2.8 ou
16.7 mM de glicose em presenca ou nio de PLA; Observa-se que ndo houve diferenga no
metabolismo da glicose quando comparada a ithotas controle as incubadas com 5.6 pg/ml

PLA,.

Efeiio da PLA; sobre a captaciio de calcio extracelular.

A incorporagfo de “Ca por ilhotas de Langerhans foi avabiada apds estimulaciio
com 2.8 e 16.7 mM de glicose, na auséncia ou presenga de PLA, (fig. 13). Nota-se que
quando estimulado por 16.7 mM de glicose hd um aumenio significativo {p<0.03) da
captaciio do célcio extracelular. Em presengs de PLA, esta captagdo foi 3.3 vezes maior

que seu controie {16.7 mM de gheose).

Efeito da PL.A; sobre a secregiio de insulina estimulada por potdssio em presenca de
Nifedipine.

Ithotas de Langerhans foram estimuladas com 30 mM de potéassio em presenga ou
ndo de PLA; e nifedipine, substancia que classicamente age blogueando os canais de calcio.
Houve redugio de 73% na secrecdo de insulina estimulada por potassio guando em
presenca da nifedipine (fig. 14). O incremento na secreglo de insulina estimulada por
potassio em presenca de PLA;, na auséncia (4.7 vezes em relag3o ao controle) ou presenca
(5.1 vezes) de nifedipine demonstrou que esta substéncia ndo produz diferenca significativa

na secrecdo de insulina em presenca de PLA;.

Efeito da PLA; sobre 2 secrecio de insulina em auséncia de calcio extracelular.

Iihotas de Langerhans, incubadas por 60 min em solucfo Krebs na presenca de 2.8
ou 16.7 mM de glicose na auséncia de calcio extracelular e quelado com EGTA (0.5mM)
demonstra reducdc brusca (fig. 15) em sua resposta secretoria de insulina guando
estimulado com 16.7 mM de glicose (média de 3.3 ng/ilhota/hora) comparando com outros
experimentos (fig. A e 10B - média de 14.3 ngfilhota’hora) nos quais utilizou-se

concentragbes fisiologicas de célcio. Entretanto observa-se que mesmo com  ©



comprometimento do calcio extracelular, a presenca de PLA, potencializou a secrecdio de
insulina tanto em condi¢gBes basais quanto em presenca de 16.7 mM de glicose (secregio
1.5 vezes maior para ambas com relagic ac controle). A liberacio relativa de insulina foi de
2.3 vezes para as ilhotas incubadas na presenga de PLA; e de 1.9 vezes em ilhotas controle,

isto sugere que a PLA; foi habil em induzir secreciio na auséncia de célcio externo.

Efeito da PLA; sobre a secreclio de insulina estimulada por potissio em presenca de
Tetrodotoxina (TTX}.

A secrecdo de msulina por ilhotas de Langerhans (fig. 16} estimulado com 30 mM
de potéssio em presenca ou ndo de 5.6 ug/ml de PLA,; ¢ 10 uM de TTX (blogueador de
canais de s&dio) demonstrou que o TTX ngo alterou a secre¢io de insulina estimulada por
potéssio na presencga de PLA,. Este resultado sugere que a PLA; nio interfere diretamente

nos canais de sodio
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Figura 12 — Oxadagdo de glicose por tthotas Langerhans (n=4). As ilhotas foram incubadas em
em solugio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM e contendo 16.7 mM de glicose, na
presenga ou auséncia de 5.6 pg/ml PLA, e tragos de D-{U-"Clglicose, durante 120 min, Apds
este periodo o '*CO, liberado pelas ilhotas foi avaliado através de cintilacio liguida,

Resultados expressos em média+ SEM.
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Figura 13 — Efeito de concentragBes crescentes de glicose sobre incorporagiio de *Ca por ithotas
{(n=8), pré-incubadas durante 30 min em sohigio Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM
contendo 5.6 mM de glicose. Apés este periodo as ilhotas foram incubadas por 90 min em
solugdo de Krebs modificada contendo tragos de ©Ca, diferentes concentracdes de glicose e 5.6
ng/ml de PLA,. A captaciio de “Ca pelas ilhotas foi avaliado através de cintilagio liquida.

Resultados expressos em média + SEM.

* Diferenga significativa em relagio ao basal (p < 0.03).

44



)
i

de Insulins (ngfthotadhora

SCIECEt

5

Q et
Potdssio (mM) 3 30 an 30 an
PLA, (ng/miy - - - + +

Nifediping {pbe) - - + - *

Figura 14 — Efeito de 5.6 pug/mi de PLA, sobre 2 secregiio de insulina de ilhotas isoladas {n=12)},
pré-incubadas por 1h em solug@o de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM contendo 5.6
mM de glicose incubadas por lh em soluclo de Krebs modificada com 2.5 mM de &' na
presenca de 5 ou 30 mM de potdssio e em presenga ou auséneia de 10 uM de nifedpine A
insulina acumulada foi quantificada através de radioimunoensaio.

Resultados expressos em media® SEM.

« Diferenca significativa em relagfio a 30 mM de potassio {p < 0.05).
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Figura 158 - Efeito de 5.6 ug/mi de PLA, sobre 2 secrecio de insulina de ilhotas isoladas (=18},
pré-incubadas por 1h em solugfo Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM e contendo 5.6
mM de glicose e incubadas por 1h em solugdo de Krebs modificada, na presenca de 2.8 ou 16.7
mM de glicose € na auséneia de céleio e presenca de 0.5 mM de EGTA. A insulina acumulada
foi quantificada atraveés de radicimunoensaio.

Resultados expressos em média: SEM.

* Diferenca significativa em relagio ao seu respectivo controle {p < 0.03).
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Figura 16 - Efeito de 5.6 ug/ml de PLA, sobre a secrecio de insulina de ilhotas isoladas (n=6),
pré-incubadas por 1h em sclugio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM contendo 5.6
mM dse glicose e moubadas por 1h em solugo de Krebs modificada com 2.5 mM de Ca* na
presenga de 5 cu 30 mM de potdssic e em presenga ou auséncia de 10 uM de TTX. A insulina
acumulada foi quantificada através de radioimunoensaio.

Resultados expressos em media+ SEM.

* Diferenga significativa em relac8o a 30 mM de potéssio (p <0.05)



Efeito da heparina sobre a secrecdo de insulina.

Na fig. 17 observa-se o efeito de 5.6 pg/ml de PLA, sobre a secrecdo de insuling
estimulada por glicose em presenca de 5UL/ml de heparina. A heparina adicionada durante
a incubagdo de 1h com ghcose e PLA; ndo foi eficiente em inibir a secrecio de insulina
estimulada por estes agentes. Na fig. 18 observa-se que incubag@io prévia da PLA, com
heparina (5U¥ug de PLA;) durante 30 min também nio fol eficaz em inibir a secregfo de
msuling estimulada por glicose e potencializada com 5.6 ug/ml desta PLA,. Por cutro lado,
5Ul/ml de heparina {fig. 19} adicionada 4 solugio Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES
(10mM) e 5.6 mM de glicose durante 1h de pré-incubagfio, inibiu em torno de 25% a
secreg@o de insulina apds nova incubacdo estimulada com 16.7 mM de glicose e 5.6 pug/mi
de PLA; (p<0.05).

Efeito de concentracdes crescentes de Dexametasona sobre a secrecio de insulina.

A Fig. 26 demonstra o efeito de 0.5 ug/mi de PLA; sobre a secrecio de insulina de
ilhotas de ratos incubadas com 16.7 mM de glicose e concentragdes crescentes de
Dexametasona (DEXA). A secregio de insulina estimulada com 16.7 mM de glicose e
presenga de concentragdes crescentes de DEXA (5 e 10 uM) foi 42 e 32% menor
respectivamente quando comparado ac seu controle.

A adigio de 0.5 ug/ml de PLA; potencializou em 1.8 vezes a secrecio de insulina
quando comparado 2o seu controle {16.7 mM de glicose). Na presenca de 5 e 10 uM de
DEXA a secrecfo de insulina foi 36 e 35% menor comparado ao seu controle {16.7 mM +
0.5 pg/mi de PLAs).

Na fig. 21 observa-se a agdo destas diferentes concentragdes de DEXA em presenca
de 167 mM de glicose ¢ 5.6 pg/ml de PLA; Como na fig. 20, a presenca deste
glicocorticGide tambem inibiu, tanto a secregdo de insulina induzida pela glicose (45 ¢ 27%
menor comparado ac controle) quanto a secrecdo potencializada por uma maior
concentracdo de PLA; (reducio de 28 e 44% respectivamente). Além disto, a presenca de
50 uM de DEXA reduziu a secregdo de insulina induzida por glicose e potencializada com
5.6 pg/ml de PLA; a niveis de insulina similares dqueles secretados em resposta somente &

glicose e presenga do glicocortictide.
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Figura 17 — Efeito de 5.6 ug/ml de PLA, sobre a secregfio de insulina de ilhotas isoladas de
ratos (n=12), pré-incubadas por 1h em scluc@o de Krebs modificada, contendo 5.6 mM de glicose
¢ reincubadas por 1h em soluclo de Krebs modificada contendo 167 mM de glicose ¢ presenga
ou auséneia de 5 Ul/ml de Heparina,

Resultados expressos em média+ SEM.

# Dyiferenca significativa em relag@io a 16.7 mM de glicose {(p < 0.05}).
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Figura 18 - Secrecdo de insulina de ilhotas isoladas de ratos (=12}, pré-incubadas por 1h em
soluglo de Krebs modificada, contendo 5.6 mM de glicose ¢ reincubadas por 1h em solugic de
Krebs modificada em presenca de 16.7 mM de glicose e presenca ou auséngia de 5.6 ug/ml de
PLA,, previamente tratada ou ndo com Heparina (5UVjg de PLA,) por 30 minutos,

Resultados expressos em média + SEM.

* Diferenga significativa em relagio a 16.7 mM de glicose (p < 0.05).
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Figura 19 — Efeito da exposicio prévia das ilhotas 3 heparina. Durante a pre-incubagio {(1h) as
ilhotas do grupo A, B e D foram expostas a glicose 5.6 mM de glicose enguanto que as ilhotas do
grupo C e E foram expostas as mesmas concentragdes de glicose associadas com SULmI de
heparina. Apés este periodo as ilhotas foram reincubadas por 1h em solugiio de Krebs modificada
contento 2.8 ou 16.7 mM de glicose e presenca ou auséncia de 5.6 pg/ml de PLA,.

Resultados expressos em média+ SEM.

* Diferenga significativa em relagfo a 16.7 mM de ghicose (p < 0.0%).
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Figura 20 — Efeito de 0.5 ug/ml de PLA, sobre a secrecio de insulina de ilhotas isoladas de ratos
{(n=12), pré-incubadas por 1h em solucdo de Krebs modificada, contendo 5.6 mM de glicose e
incubadas por 1h em soluglo de Krebs modificada e diferentes concentragbes de glicose em
presenga ou auséncia de concentracdes crescentes de Dexametasona.

Resultados expressos em média + SEM.
* Diferenga significativa em relagfio a0 seu respectivo controle {p < 0.03),

# Diferenca significativa em relagiio & 16.7mM de glicose (p < 0.05).
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Figura 21 — Efeito de 5.6 pg/ml de PLA, sobre a secrecio de insulina de ilhotas isoladas de ratos
(n=12), pré-incubadas por lh em solugio de Krebs modificada, contendo 5.6 mM de glicose ¢
incubadas por 1h em soluclo de Krebs modificada e diferentes concentracdes de glicose em
presenga ou auséncia de concentragdes crescentes de Dexametasona,

Resultados expressos em media £ SEM.
* Diferenca significativa em relagiio ao seu respectivo controle (p < 0.035)

# Diferenca significativa em relagfio 4 16.7mM de glicose {p < 0.05).
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Efiuxc de Acido Araguidonico {AA).

A fig. 22A demonstra o efeito de 0.5 ¢ 5.6 ug/mi de PLA; sobre o efluxo de AA de
ithotas em presenca de 2.8 mM de glicose. Observa-se que o aumento do efluxo fol dose
dependente sendo 1.8 e 4.4 vezes maior comparado a0 controle. O aumento da secregio de
insulina (fig. 22B) tende a ser proporcional ac aumento do fluxo de AA. A secrecio de
insulina em condigGes basais de glicose foi 3.2 e 3.3 vezes maior na presenga da PLA;
comparado ac controle. Na fig. 23A também observamos um aumento do efluxo de AA
proporcional ac aumento da concentragio de PLA; em ithotas estimuladas com 16.7 mM de
glicose. Este aumento foi 2.6 e 3.9 vezes maior (0.5 e 5.6 ug/ml respectivamente)
comparado ao controle (16.7 mM de glicose). Também a secregio de insulina (fig. 23B) foi
crescente ¢ proporcional ao aumento da concentragdo de PLA; (1.7 e 1.5 vezes maior

comparado ao controle).

Efeito da PLA; sobre a liberacio de nucleossomos.

Na fig. 24 tem-se o efeito de 0.5 e 5.6 ug/ml de PLA, sobre a quantidade de DNA
fragmentado de ilhotas incubadas com 2.8 ¢ 16.7 mM de glicose. A fragmentacio do DNA
foi quantificada através do Kit de Nucleossomos ELISA. Os nucleossomos foram detectados
por anticorpo Anti-Histona. Apenas na presenca de 16.7 mM de glicose e 5.6ug/ml de PLA;
observou-se aumento significativo da quantidade de nucleossomos sendo este 2.2 vezes
maior comparado ao controle, neste caso 2.8 mM de glicose (controle negativo para

hberacdo de nucleossomos).

Efeito da PLA; sobre a fosforilacfio de proteinas em residuos tiresina.

A fig. 25 demonstra a quantidade de proteinas fosforiladas em residuos tirosina sob
efeito da PLA; Observa-se uma alterago no perfil de fosforilaciio de proteinas com peso
molecular em torno de 80 e 180 kDa. 0.5 ¢ 5.6 ug/ml de PLA; em presenca de 2.8 mM de
glicose tende a promover maior fosforilagio destas proteinas comparado ac controle. J4 estas
concentragdes de PLA, tendemn a promover menor fosforilagio destas proteinas em presenca
de 16.7 mM de glicose.
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Figura 22A ~ Efluxo de écido araquiddnico de ithotas isoladas de ratos (n=12), previamente
mantidas em meio de cultura contendo “[H]AA por 24h. Apds este periodo as ilhotas foram
lavadas, incubadas por 1h em solugio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10 mM, 2.5 mM
de Ca*’, 2.8 mM de glicose ¢ auséneia ou presenca de 0.5 ug/ml de PLA,. O efluxo de acido
araquiddnico fol avaliado através de cintilagio liquida. Figura 22B ~ Quantificaco da secreco
de insulina de ilbotas submetidas as condigBes experimentais citadas na fig. 8A. insulina
acumulada foi guantificada através de radioimuncensaio

Resultados expressos em média = SEM.

* Diferenca significativa em relagdio ac seu controle (p < 0.05),
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Figura 23A — Efluxo de acido araquidbnico de ilhotas isoladas de ratos (n=12), previamente
mantidas em meio de cultura contendo 3[HJAA por 24h. Apos este periodo as ilhotas foram
lavadas, incubadas por 1h em solugBio de Krebs modificada, pH 7.4 com HEPES 10mM, 2.3 mM
de Ca*’, 16.7 mM de glicose e auséncia ou presenca de 5.6 ug/ml de PLA,. O efluxo de 4cide
araquidénico foi avaliado através de cintilacBo liquida. Figura 23B — QuantificacBo da secregio
de insulina de ilhotas submetidas as condigdes experimentais citadas na fig. 8A. insulina
acumulada fol guantificada através de radicimunoensaio

Resultados expressos em media & SEM.

* Dyiferenca significativa em relacBo ao seu controle {p < 0.05)
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Figura 24 — EBfeito de 0.5 ou 5.6 ug/ml de PLA, sobre mucleossomos liberados em ilhotas
isoladas de ratos (n=12), pré-incubadas por 1h em solucio de Krebs modificada contendo 5.6
mM de glicose e incubadas por 1h em presenga 2.8 ou 16.7 mM de glicose. O ndmero de
mucleossomos livres {oi quantificado através do Kit ELISA de Nuclecssomos.

Resultadoes expressos em média + SEM.

* Diferenca significativa em relagfio a 2.8 mM de glicose (p < 0.03),
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Figura 258 - Efetto de 0.5 e 5.6 ug/ml de PLA, sobre a quantidade de proteinas fosforiladas em
residuos tirosina (extrato total) de iihotas isoladas de rato (w=3) incubadas por 1h em Krebs
contendo 2.8 e 167 mM de glicose. Amostra contendo 300 ilhotas foram submetidas a
immunoblotting com anticorpo anti-pTyr,
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O mecanismo de secrecio de insulina em células beta envolve ¢ metabolismo de
nutrientes com consequente gerac8o de um gradiente elétrico na membrana dessas células e
movimento de caicic para interior do citosol, levando desta forma i secrecio de insulina.
Diante deste contexto o mecanismo de secregio de insulina é eficiente para estudar as
toxinas além de permitir que elas possam ser utilizadas como uma possivel ferramenta
farmacolbgica para elucidar mecanismos fisiologicos.

Com este intuito verificou-se a aglo da toxina crotoxina-like purificada do veneno
da cascavel Crotalus durissus collilineatus sobre a secregdo de insulina estimulada por
glicose,

Simonsson, Karlsson & Ahrén (2000) verificaram que a melitina (2ug/ml), toxina
presente no veneno da abelha e que possui em sua fragio uma PLA; do grupo IIL, aumentou
a secregdo 10.7 vezes mais em camundongos resistentes 4 insulina Em outro estudo do
mesmo grupo, a presenga de forskolin e GLP-1 potencializou a secreciio de insulina em
ithotas de Langerhans estimuladas por melitina.

Igualmente nossos experimentos demonstraram uma potencializacio da secrecio de
insulina  estimulada com glicose em presenca da crotoxina (fig. 6) que foi
significativamente major comparada s ilhotas controle. Segundo Kini & Evans {1989) os
efeitos gerados em musculo de rato pela crotoxina sdo os mesmos verificados pela acio da
PLA;. Diante destes aspectos e do incremento na secregio de insulina gerado pela presenca
da crotoxina-like guestionou-se se este principio também seriz aplicavel as ilhotas de
Langerhans. Verificou-se entdo a secrecfo de insulina estimulada por glicose em auséncia e
presenca das duas subunidades da crotoxina (PLA; ¢ crotapotina).

Quando h4 a presenga de 5.6 ug/ml de crotapotina, observa-se uma diferenca
significativa na secre¢fio de insulina em condigBes basais (2.8 mM de glicose) que
entretanto ndo foi observada em presenca de 16.7 mM de glicose (fig. 7). Em contrapartida,
5.6 pg/ml de PLA, (fig. 8) potencializou a secregio de insulina tanto em presenca de 2.8
quanto de 16.7 mM de glicose. Istc demonstra que os efeitos gerados pela crotoxina-like
(fig. 6) poderiam estar relacionados & PLA;,, sendo desta forma semelhante ac observado
por Kini & Evans (1989) em misculo esquelético.

Para evitar que uma dose excessiva de PLA; provocasse lesdes e com intuito de

determmnar uma concentragio apropriada de PLA; (Ecsg), avaliou-se o efeito de diferentes



concentragbes de PLA; na potencializagiio da secre¢fio de insulina estimulada por glicose
(fig 9A ¢ 9B).

O incremento da secrecio de insulina estimulada por glicose em presenca da PLA,
foi dose-dependente a partir de concentracBes iguais ou superiores a lug/ml Também
Zawalich & Zawalich (1985) demonstraram que o tratamento de ithotas com uma cPLA,
exdgena induziu um aumento dose-dependente da secregio de insulina.

Observando as fig. 10A ¢ 10B referente aos experimentos nos guais fixou-se a
concentragdo de PLA; e variou-se a de glicose observa-se que a Ecsy € semelhante para a
secrecBo de insulina em presenga ou ndo de PLA,. Isto sugere que a PLA; nfo altera a
sensibilidade da ilhota & glicose, 0 que leva a crer que o mecanismo pelo qual a PLA;
potencializa a secregio de insulina pode ser independente do mecanismo de secrecio
estimulado por glicose. Em contrapartida 2 resposta méaxima da secrecio de insulina é
significativamente maior em presenga da PLA; confirmando assim seu papel
potencializador em ithotas de Langerhans. Nota-se que apesar dos valores da Ecsg serem
semelhantes em presenca de 1.0 e 5.6 pg/mi de PLA;, a resposta méxima em presenca da
concentragdo mais elevada de PLA; ¢ significativamente maior, reforcando assim a agio
dose-dependente com que a PLA,; atua sobre a secreciio de insulina.

Diante dos possiveis efeitos toxicos que a PLA,; estaria exercendo em alguns tecidos
tornou-se de fundamental importancia verificar a viabilidade das ilhotas apés um periodo
de pré-incubag@o com esta substéncia {fig. 11). Assim, apbs este periodo as ilhotas foram¢
lavadas e reestimuladas com glicose. Os resultados demonstraram que a PLA; ndo prejudica
a viabilidade das ilhotas pois elas voltaram a responder de maneira semelthante s ilhotas
controle. Resultados semelhantes também foram observados por Zawalich & Zawalich
(1985) demonsirando que a exposigiio por tempo prolongado destas ithotas 4 PLA,
citosolica exdgena ndo prejudica a resposta secretdria das células B e estas responderam
normalmente a nova reestimulacio com glicose.

Acreditando que 0 mecanismo pelo qual a PLA; estimulz a secregio de insulina seja
diferente ou independente do mecanismo pelo qual 2 glicose estimula a secrecio de insulina
avaliou-se o efeito da PLA, sobre o metabolismo da glicose e se este poderia estar

contribuindo para o incremento da secregdo. Na fig. 12 observa-se que a presenca da PLA,
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nfo altera a utilizagdo da glicose demonstrando que a PLA; ndo interfere na metabolizacio
de glicose importante para o processo estimulo-acoplamento da secrecio de insulina.

Apesar de nfio interferir no metabolismo da glicose, gue por si modula canais
voltagem-dependente, observa-se que a presenga da PLA, na preparagic auments
significativamente a captacio de calcio extracelular (fig. 13). Diante da agfo
potencializadora da PLA; supde-se que uma maior quantidade de célcio poderia estar sendo
requerido para que houvesse extrusio dos grinulos de insulina.

Tambem o acido araquiddnico, per se, impede a atividade de canais de potassio
(Eddlestone, 1995}, e facilita a entrada de célcio para dentro da célula através de ambos
canal voltagem-dependente e receptor-dependente (Miller et al, 1992) induzindo um
influxo e consegiientemente um aumento do calclo citoplasmatico na célula B
{Ramanadhan, Gross & Turk, 1992}

Nao restam duvidas que a PLA; potencializa 2 secregio de insulina estimulada por
ghcose em concentra¢Bes suprabasais, porém, esta potencializacio também foi também
observada (fig. 8, 10A e 10B) em condicbes basais de glicose (2.8mM). Com base nestes
resultados, podemos concluir que a PLA; é capaz de aumentar a secreco de insulina em
concentragbes muito baixas de glicose, mais também observa-se que a presenca da PLA;
potencializa a secregdo de insulina estimulada por potassio. Desta forma, acredita-se que a
PLA, da C.dcolli ndc teria uma agio diretamente relacionada com a formacio de ATP e
possivelmente n3o estaria realizando crosstalk com a iPLA, (PLA, ATP-dependente)
presente na célula B. '

Diante do possivel envolvimento de canais i6nicos, avaliou-se a influéncia destes na
secrecdo de nsulina em presenca da PLA;. Inibi-los ¢ nfo verificar alteracio da resposta
secretéria em presenca da PLA; sugere que a acdo da PLA; nfio dependeria diretamente
destes canais para exercer seus efeitos e desencadear respostas fisiologicas.

Baseada nesta premissa observou-se a resposta secretéria de insulina estimulada por
potassio em presenga da PLA; e nifedipine, substincia que age sobre canais “L” de cilcio
bloqueando-os. A nifedipine foi eficiente em inibir a secregfo de insulina estimulada por
potassio (reduclo de 75%), entretanto ndo alterou a secreglio de insulina em presenca da
PLA; (fig. 14). Isto poderia sugerir que o mecanismo de aglio da PLA; independe da

abertura dos canais “L” de célcio e ainda que as respostas secretérias desencadeadas



estariam ocorrendo mediante outros mecanismos independentes da agfic direta destes
canals.

Da mesma forma quando avaliamos a secrecBo de insulina na auséncia de célcio
externc e presenca de EGTA, quelante especifico de Ca™?, observamos gue o clcio
extracelular ¢ fundamental para secregfio de insulina estimulada tanto por glicose guanto
pela PLA;, visto que esta foi significativamente inibida em presenca do EGTA (fig.15).
Entretanto, a secregfio de insulina em presenga da PLA; ndo fol completamente inibida e
observou-se um aumento significativo tanto em condicBes basais quanto em presenca de
16.7 mM de glicose.

O calcio tem papel essencial na secreco de insulina. Alguns autores tém
demonstrado que a glicose nfo induz aumento da secreciio de insulina na auséneia do cilcio
extracelular (Grodsky & Bennett, 1966). Entretanto alguns experimentos demonstraram que
a exocitose pode ser induzida por derivados de GTP de maneira independente de calcio
{Jonas et al., 1994). Tambem foi reportado que secrecio de insulina estimulada por glicose
em total deplecio de céicio pode ocorrer mediante ativagio de PKA e PKC (Komatsu et al.,
1997). Isto poderia explicar o aumento observado na secregdo de insulina induzido por 16.7
mM de glicose comparado ao basal (fig 15). Porém € nitido o papel fundamental do calcio
j4 que, os valores encontrados para a secrecdo de insulina por ilhotas estimuladas tanto com
glicose quanto PLA; s8o consideravelmente menores quando ha déficit de calcio
comparando aqueles realizados em condices fisioldgicas de célcio {fig. 8, 9A 10A e 10B).

Outro possivel canal que estaria envolvido na secreciio de insulina em presenca de
PLA,; senia o canal de sédio. Mas, esta hipotese foi descartada quando se observou gue o
TTX falhou em inibir o aumento da secregio de insulina em presenca da PLA,. A inibicio
do canal de sodio também ndo alterou a secrecio de insulina estimulada por potéssio (fig.
16).

Nao estando a potencializacdo da secre¢@o de insulina pela PLA; relacionada ao
metabolismo de glicose, nem diretamente ligado a canais idnicos, o objetivo seguinte foi
avaliar se a PLA, poderia estar atuando diretamente na membrana para desencadear suas
TESpOostas.

Através de suz interagdo com a membrana e possiveis proteinas de ligacio

especificas, as PLA; degradariam os lipidios de membrana (Smith & Waite, 1992). Suga et



al. (1993) demonstraram ermn linhagem de células de mamiferos que as sPLA; do tipo II
(atividade enzimatica preservada) atuariam em uma regifio da célula denominada regific
sulfato heparana, que reconhece a porg8io C-terminal da PLA;, e degradaria os fosfolipidios
de membrana com conseqlente formacfo de AA e prostaglandina E2 (PGE;).

A Heparina € um glicosaminoglicano polisulfatade com propriedades antioxidantes
iPLA; presentes no cérebro (Yang, Farooqui & Honocks, 1994) sugere gue a interacio
entre a heparina e a PLA; sfo eletrostaticas. Assim, 2 heparina poderia estar se ligando a
residuos de lisina presentes na regifico C-terminal da PLA, onde se encontra seu sitio de
fosforilacdo e seu sitio catalitico.

Com o intuito de avaliar o sitio de Hgacio da PLA; extraida da C.dcolli. na
membrana € sua possivel participagdo no processo de secrecdo de insulina, utilizamos a
heparina em dois protocolos diferentes , com exposigio anterior ou concomitante 2
incubacio.

Na fig. 17 ¢ 18 observa-se que adigfo da heparina ndo inibiu & secregiio de insulina
estimulada por glicose em presenca de PLA;. Em contrapartida, a adi¢io da heparina (fig.
19) na solucBio Krebs durante o tempo da pré-incubacio (1h), inibiu 25% a secrecio de
insulina apos nova incubacdo estimulada com 16.7 mM de glicose e potencializada com 5.6
ug/ml de PLA,. Istoc sugere que a heparina no impediu a potencializaciio da secrecio de
insulina induzida pela presenca da PLA, mas foi eficiente em ligar-se 3 membrana da
célula e impedir a interacio da PLA; com a ilhota.

O fato da presenca da heparina nfo alterar a resposta insulinotropica 3 PLA; da
C.d.colli. pode estar relacionado zo fato desta ser uma PLA; Asp-49 possuindo em sua
porgdo C-terminal poucos residuos de lisina, consegiientemente, possuindo carga
praticamente neutra. Isto impede que a heparina, que possui predominantemente uma carga
negativa, se ligue a PLA,.

Entretanto, a membrana plasmatica dos tecidos dos mamiferos também contém
sitios aniGnicos fixos que conferem uma eletronegatividade a estas estruturas. Estes sitios
negativos presentes nas membranas sdo constituidos por diferentes glicosaminoglicanos
sulfatados (Hook et al,, 1984; Kolset & Gallagher, 1990). A heparina também ¢ capaz de

ligar-se aos fosfolipidios presentes em um substrato podendo impedir, bloqueando a
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interacdc entre enzima e substrato, que a PLA, exerca sua acio (Farrogui, Yang
Horrocks, 1987). Poderia ser esta a explicacio para o fato da heparina inibir 2 acdio da PLA,
ao ligar-se & membrana. Esta hipotese sustentaria a idéia de que a PLA,, cataliticamente
ativa, estaria atuando diretamente na membrana proporcionando um  desarranio,
desorganizacfo de sua estrutura ou uma degradagio dos fosfolipidios gque comple a
membrana.

As PLA; catalisam a hidrolise de fosfolipidios de membrana para produzir acidos
graxos livres e lisofosfolipidios, liberando acido araguidénico (AA), agente precursor de
lipidios inflamatérios, fator de ativagiio de plaquetas e eicosandides (prostaglandinas,
tromboxancs, leucotrienos ¢ lipoxinas). As evidéncias mostram que outros produtos da
hidrélise dos lisofosfolipidios que nfic o IP3 e o DAG, {como por exemplo, o AA)
poderiam estar envolvidos na regulac@io da secreciio de msulina.

Diante da ideia de que a PLA, tanto intra quanto extracelular poderia estar
favorecendo a formaclo deste AA e conseqlientermente promovendo a secregiio de insuling,
torna-se necessaric saber quais mecanismos poderiam estar envolvidos nesta estimulacgo.

GlicocorticOides tais como a Dexametasona (DEXA), estdo envolvidos em varios
processos fisiologicos, entre eles ativagdo e inibicBo ou bloqueio de varias cascatas de
sinalizacfo, tais como a cascata da inflamacio. Além disso, também exercem efeitos sobre
o metabolismo de glicose em condigBes normais e patoldgicas.

Os glicocorticoides induzem a sintese de proteinas como as lipocoriinas (calpatinas
e anexinas) que sdo proteinas citoplasmaticas de mamiferos gue interagem COm
fosfolipidios anidnicos de maneira calcio-dependente (Pepinsky et al, 1988, Farooqui et
al., 1999). Estas proteinas exercem acQes imbitorias seletivas nas PLA; intra e
extracelulares. Portanto, a DEXA ¢ um importante inibidor das vias da ciclooxigenase e
lipoxigenase, enzimas que estio envolvidas no metabolismo do acido araguiddnico (AA) e
seus metabolitos envolvidos no processo inflamatério.

A fim de avaliar a participacic do AA e seus derivados na secrecio de insulina
verificou-se a agdo da DEXA sobre ilhotas estimuladas com glicose na presenga de PLA,.
Os resultados demonstraram que o uso de concentracles crescentes de DEXA imbiu 2
secrecio de insulina estimulada com 16.7 mM de glicose tanto na auséncia quanto na

presenca de PLA; (fig. 20 e 21). Estudos realizados por Grill & Rundfeldt (1986) ¢
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posteriormente Khan et al. (1992) também demonstraram que os glicocorticéides podem
diminuir a secregBo e biossintese de insulina. Contudo, acredita-se gue os efeitos
promovidos pelos glicocorticoides dependam da concentracio e tempo de exposicio a estes
agentes (Jeong et al, 2001}

Como mencionado, a degradacic dos fosfolipidios de membrana através da
atividade de fosfolipases tais como a PLA; gera 4cido araquidénico {(Waite, 1990). Para
elucidar se a PLA; da C.dcolli. poderia estar induzindo formacio e aumento do efluxo de
acido araquiddnico, verificamos este efluxo em ilhotas estimuladas com glicose em
presenga da PLA,.

A ilhota contém tanto PLA; e DAG lipase, associadas 2 membrana, que geram AA 2
partir de fosfatidilcolina e DAG respectivamente (Morgan, 1992). Nas células beta, como
em outros tipos de células, o AA pode ser metabolizado em moléculas biologicamente
ativas, predominantemente através das vias da ciclooxigenase e lipoxigenase (Turk et al,
1988).

A maior parte do AA produzido ndo esta disponivel para ser metabolizado (Mertz,
1988) e ainda permanece retido no interior da célula ac invés de ser liberado para o meio
extracelular (Wolf, Pasquale & Turk, 1991) O AA somente ¢ liberado para reacilagio e
nova mcorporacio aos fosfolipidios.

Nossos experimentos demonstraram que o aumento do efluxo de AA foi dose
dependente e maior que a situagio controle (fig . 22A e 23A). Além disto, a secrecio de
insulina (fig. 23A e 23B) foi proporcional ao aumento do efluxo de AA.

S&o sugendos varios mecanismos através dos quais o AA poderia influenciar a
secrecio de insulina, incluindo interagdo com canais de potassio (Ordway, Walsh & Singer,
1989, Schweitzer, Madamba & Siggins, 1990), efeitos sobre o influxo de calcio (Vacher,
Mckenzie & Dufy, 1989), ativagdo de PLC (Zeitler & Handwerger, 1991), ativacdo da
atividade da adenilato (Engelhard, Glaser, & Storm et al, 1978) ou guanilato ciclase
(Gerzer et al, 1985), liberagio de calcio intracelular (Wolf, Colca & Mcdaniel, 1986) e
efeitos sobre a PKC (Sekiguchi, Kawahara & Shimizu 1987, Shearman et al. 1991),
proteina quinase dependente de Ca+2/Calmodulina — CAMK (Piomelli & Greengard, 1992)

e outras quinases ndo identificadas (Basudev et al., 1992).
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Como observado em nossos experimentos (fig. 104, 10B, 13, 14 ¢ 15), a presenca
do cdleio € extremamente importante para secrecio de insulina estimulada por glicose,
entretanto ndo esta diretamente relacionada a secrec8o de insulina potencializada pela PLA,
através da formacio de AA.

Foi demonstrado que o AA exdgeno produz na célula beta um aumento bifésico do
Ca™* citoplasmético (Ramanadham et al | 1992). Estes efeitos foram atribuidos ao AA livre,
pois o aumento deste Ca™ citoplasmético nfc foi alterado na presenga de inibidores das
enzimas da ciclo e lipoxigenase. Entretanto ¢ pouco provavel que o AA medeie secreciio de
insulina induzida por nutrientes exclusivamente através da liberagio de Ca™ do meio
intracelular, pois a formagéo do IP; e conseqiiente liberacio dos estoques de Ca™ ndo sio
estimulos suficientes para iniciar uma resposta secretdria na auséncia de concentracles
estimulattrias de glicose (Morgan, Rumford & Montague, 1985),

A segunda fase sustentada do aumento de calcio, na célula beta, induzido pelo AA €
dependente da presenca do calcio extracelular ¢ é parcialmente inibida pela nifedipine,
sugerindo um influxc de Ca™ através de canais de Ca™® sensivel & voltagem (Ramanadham
et al, 1992). Este € um importante evento na célula beta em resposta a estimulagdc com
secretagogos nutrientes (Pretki & Matschinsky, 1987).

Entretanto a resposta secretoria da insulina ao AA ndo ¢ sempre dependente da
presenca do Ca™” extracelular, pois em vérios estudos foi demonstrado um aumento da
secrecdo de insulina estimulada pelo AA mesmo na auséncia do calcio extracelular {Band,
Jones & Howell, 1992). Estes estudos sugerem uma dissociagio entre os efeitos gerados
pela glicose € aqueles-referentes a0 AA sobre o influxo de calcio e a secrecio de insulina,
visto que o bloqueio dos canais L de calcio aboliu completamente tanto o aumento do Ca™2
citosolico (Pralong, Bartley & Woltheim, 1990) quanto da secreciio de insulina induzida
por glicose (Malaisse-Lagae, Sener & Malaisse., 1984), mas inibiu apenas parcialmente o
aumento do calcio (Ramanadham et al., 1992) nio inibindo, entretanto, a secrecio de
insulina estimulada pelo AA (Band, Jones & Howell, 1992).

E pouco provével, todavia, que todos os efeitos do AA sobre a secre¢io de insulina
sejam secundérios ao aumento do Ca™ citosolico (de origem intra ou extracelular) pois
tem-se demonstrado que o AA € capaz de estimular secrecio de insulina em ilhotas

permeabilizadas (eletricamente cu quimicamente) ou incubadas em solucBes contendo



quelantes € conceniragdes sub-estimulatdrias de calcio (Mertz, 1988; Band, Jones &
Howell, 1992}

Assim, concomtente com nossos resultados, apesar do Ca™ citosdlico ser
importante para ¢ controle da secrecio de insulina induzida pelo AA, somente ele nfo pode
ser razfo para todos os efeitos do AA sobre a secrecio de insulina (Jones & Persaud, 1993).

O processo de fusfo de membranas requerido para a exocitose da insulina é
energeticamente desfavordvel ¢ ndo ocorre espomtaneamente, pois 530 necessarios
mecanismos especificos para promover este processo (Baker et al| 1988). Creutz (1981)
demonstrou que o AA e outros cidos graxos insaturados promovemn a fusfio dos grinulos
de cromafina. Portanto, ¢ possivel que 0 AA atue como uma molécula fusogénica, sendo
gerado no local do evento exocitotico, seja na superficie do grinulo ou na superficie interna
da membrana plasmatica, desestabilizando as membranas e promovendo a fusdo entre elas
(Metz, 158%; Band, Jones & Howell, 1992). O AA seria entlio responsavel pela exocitose
independente de Ca™ e poderia estar sendo mediado através da ativagdo de uma proteina G
(Ge), que esta envolvida na exocitose (Knight, Von Grafenstein & Athayde, 1989).

Desta forma, 2 relagio entre 0 AA e 0 processo de extrusio dos granulos de insulina
poderia explicar como a secregdo de insulina induzida por AA pode ser independente de
concentra¢gdes supralimtares de glicose.

Apesar de favorecer a extrusio dos grinulos de insulina, o aumento do calcio
intracelular pode induzir eventos apoptdticos. As células beta sio mais susceptiveis que
outros tipos celulares a apoptose € necrose por terem uma baixa expressio de enzimas
varredoras de radicais de oxigénio, gerados no seu proprio metabolismo (Halliwell &
Cross, 1994).

Os eventos apoptoticos incluem a fragilizagio de mitocondrias (Kowaltowski, Netto
& Vercesi, 1998), aumentoc na geragio de espécies reativas de oxigénio pela NADPH
oxidase (Kerr & Lang, 2000) e aumento na sintese de NO pelas isoformas da NO sintetase
(Tsuura et al, 1998). Observamos que a PLA, pode aumentar a concentragio de calcio
mtracelular nas células da ithota (em presenca de glicose), sendo este aumento dependente
da concentragio de PLA; no meio. A glicose, da mesma forma, aumenta a entrada de calcio

através da abertura dos canais L de Ca™*.
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A fig. 24 demonstra o efeito da PLA; sobre a quantidade de DNA fragmentado de
ithotas incubadas com 2.8 e 16.7 mM de glicose. Separadamente, altas concentragdes de
glicose ou de PLA; nfio causaram aumento da ocorréneia de apoptose. Quando as ilhotas
foram expostas ac mesmo tempo 2 altas concentracdes de glicose e PLA; houve um peguenc
aumento na formacgio de nucleossomos indicando que nesta condigfio as ilhotas estariam
mais susceptiveis a apoptose. Federici et al. (2001) demonstrou que exposigio prolongada 2
altas concentragBes de glicose induz a expresso de proteinas pro-apoptéticas pelas células
beta. Tambem o AA pode estar envolvido em varios processos celulares que levam a
apoptose nas Células beta, conforme mostrado por Rabinoviich, Baguerizo & Sumoski
{1990). Dependendo do tecidos alvo, sio reportados diferentes efeitos do AA podendo atuar
tanto como agente pro-apoptdtico quanto anti-apoptdtico,

Diante dos intmeros papéts que tém demonstrado o AA outro dado interessante neste
trabalho esta relacionado 4 quantificag8o de proteinas fosforiladas em residuos tirosina (fig.
25) as quais poderiam estar envolvidas com outras vias de sinalizagio celular gue
modulariam a secrecio de insulina.

Em 2.8 mM de glicose, a PLA,; aumentou a quantidade de proteinas fosforiladas em
tirosina com peso molecular em tomo de 80 e 180 kDa. Também o aumento na concentragio
de glicose por si 86 aumenta estas proteinas, entre as quais podem estar unidades do IR
{heterotetramero de subunidades com 95 e 135 kDa). Quando as ilhotas foram expostas a
aitas concentracfes de glicose ¢ PLA2, houve decréscimo da quantidade destas proteinas 3
medida que concentracio de PLA; era aumentada.

Diversos trabalhos citam a fosforilaco em residuos tirosina de proteinas variadas em
resposta a0 AA ou produtos da ciclo ¢ lipoxigenase (Tang et al., 1995; Joubert et al., 2001).

Nossos resultados demonstraram que ocorre na ilhota um aumento dose dependente
do efluxo de AA em resposta & PLA;. Este acido araquidénico bem como seus possiveis
substratos poderiam estar ativande ou inibindo proteinas quinases, 0 que caracterizaria 0 AA
como um segundo mensageirc e nio como uma substdncia ativa por si propria (Jones &
Persaud, 1993; Turk, Gross & Ramanadham, 1993; Brash, 2001).
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Diante desses resultados conclui-se especificamente que:

» O aumento mnduzido pela PLA; sobre a secrecio de insulina em baixa concentracio
de glicose ¢ também a potencializagiic em concentraces supralimiares deste secretagogo e
de potassio, sdo devidos a processos independentes da metabolizacio dos nutrientes nas

células beta das ithotas de Langerhans.

» (s canais i0nicos de membrana estudados n3c estio diretamente envolvidos nem na
modulacdo da atividade da PLA; em ilhota nem no mecanismo pelo qual a PLA;

desencadeia incremento da resposta insulinica.

» Em baixa concentragio de glicose este aumento estaria relacionado 4 mobilizagio
de 4cido araquiddnico e conseqlientemente 4 sua participago no processo de exocitose dos

granulos de insulina.

» Em concentragdes supralimiares de glicose, tanto a glicose quanto a PLA; podem
estar alterando o efluxo de AA e desta forma estariam estimulando a secrecio de insulina
seja por extrusdo dos granulos seja por modular outras vias de sinalizagiio envolvidas no

processo de acoplamento estimulo e secrecio de insulina.

»H& uma interacio mitua entre o aumento do célcio e o0s possiveis eventos

apoptoticos desencadeados em presencga de concentracSes elevadas de glicose ¢ PLA;.

> A formacic de AA poderia estar alterando o perfil de proteinas fosforiladas em
residuos tirosina as quais poderiam estar envolvidas com as vias de sinalizacdio celular,

controlando tanto processos metabélicos quanto exocitticos

Conclusdo:
Em [inhas gerais a PLA, obtida a partir da purificacio do veneno da cascavel

Crotalus durissus colillineatus potencializa a secregdo de insulina devide a mobilizacdo de



acido araqudonico e sua possivel participagio no processo de exocitose dos grinuios de

msulina.
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