Qic“ﬁiwﬁi&

g‘

]
Loe(s quﬂgga&,}l@ }

L&

SILVIA CRISTINA CREPALDI ALVES

MATURACAO DA RESPOSTA SECRETORIA DE INSULINA,
EM ILHOTAS DE RATOS RECEM-NASCIDOS, MANTIDAS
EM CULTURA: EFEITO TEMPORAL DA PROLACTINA.

E W g O
= o
o3 x§ s
e B 0h
=R Q)
ot e . <
E;g 3 RN b }
‘ '§ X %
o 2
» o g*:i 3 g Tese submetida ao Instituto de Biologia da
-3 —[.-‘. 5
N A O Universidade Estadual de Campinas, para
@ T a oy o
Lo ‘$§ = h\i obtengZo do titulo de Doutor em Ciéncias
o 7 B =3 ;\\\
L - ey ! 3 . P - . - + .
S ‘%g it S Biologicas, na area de Fisiologia e Biofisica.
Bam A _S’ =
= v 13; a o
: .
s o, 3 |8 P
S 27 S A
= -?55‘ s |~
w = =
2 3§ A
. o A o

ORIENTADOR: PROF. DR. ANTONIO CARLOS BOSCHERO

CAMPINAS - SAO PAULO
1996




SILVIA CRISTINA CREPALDI ALVES

MATURACAO DA RESPOSTA SECRETORIA DE INSULINA,
EM ILHOTAS DE RATOS RECEM-NASCIDOS, MANTIDAS
EM CULTURA: EFEITO TEMPORAL DA PROLACTINA.

Tese submetida ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, para
obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias

Biologicas, na area de Fisiologia e Biofisica.

ORIENTADOR: PROF. DR. ANTONIO CARLOS BOSCHERO

CAMPINAS - SAO PAULO
1996



Ficha Catalografica

ALS7m

Alves, Silvia Cristina Crepaldi.
MaturagBio da resposta secretdria de insulina, em ilhotas de ratos
recém-nascidos, mantidas em cultura: efeito temporal da prolactina /
Sitvia Cristina Crepaldi Alves. - - Campinas, $P: [s.n.], 1996

Orientador: Antonio Carlos Boschero.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biclogia,

1. Prolactina. 2. Insulina. 3. Pincreas. 4. Ratos recém-nascidos. 1.
Boschere, Antonio Carlos. Il Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia. 111, Tiulo.




Campinas, 07 de novembro de 1996,
BANCA EXAMINADORA:

TITULARES:

s

Prof, Dr. ANTONIO CARLOS BOSCHERO (Orientador) L D g e
Prof. Dr. MARIO JOSE ABDALLA SAAD
Prof Dr. RUI CURI

Prof. Dr. ANGELO RAFAEL CARPINELLI
Dr. LICIO AUGUSTO VELLOSO

SUPLENTES:

Prof. Dr. ANTONIO ARI GONCALVES
Prof Dr. EVERARDO MAGALHAES CARNEIRO




LISTA DE FIGURAS

FIGURA1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

FIGURA §:

FIGURA 6:

FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9

FIGURA 10:

FIGURA 11:

FIGURA 12:

GLUT2 em células B-pancreaticas de ratos adultos............................. 52
GLUT2 em membranas citoplasmaticas de ilhotas adultas.................... 53
GLUT2 em ithotas adultas....................ocoooo 54
GLUT?2 em ilhota neonatal controle..............................cooviiii 55
GLUT2 em ilhota neonatal tratada com PRL.................................. 56
GLUT! emihotaadulta..................................ii., 57
GLUT1 em ilhota neonatal controle........................................... 48
GLUT1 em ilthota neonatal tratada com PRL.................................. 59

Anilise por “Western blot” do efeito da PRL ¢ da glicose, no GLUTZ, em

ithotas neonatais cultivadas......................cccooooiiiiiie e 61
Efeito da glicose (8,3 mM) sobre o efluxo fracional do “’Ca de ilhotas

neonatais cultivadas durante 7 a 9 dias, na auséncia () ou presenca (=) de

Efeito da glicose (22 mM) sobre o efluxo fracional do **Ca, em ilhotas

neonatais cultivadas durante 7 a 9 dias , na presenga (=) ou auséncia (e) de

Efeito de 22 mM de glicose (intervalo 40-70 min) sobre o efluxo fracional
do **Ca, em ilhotas neonatais cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na

presenca (m) ou auséncia (e) de PRL..........................ccocoiiieiiin. 65



FIGURA 13:

FIGURA 14

FIGURA 15:

FIGURA 16:

FIGURA 17:

FIGURA 18:

Efeito da Leu (20 mM) sobre o efluxo fracional do *Ca, em ilhotas .
neonatais cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na presenca (m) ou
auséncia (e)de PRL........................ . e 66
Efeito da glicose (22 mM), Cch (100 uM), Arg (20 mM) e Leu (20 mM),
sobre a captagio do **Ca, durante 5 min, por ilhotas neonatais mantidas

em cultura, durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na auséncia ou presenga de

Efeito da glicose (22 mM), Cch (100 uM), Arg (20 mM) e Leu (20 mM),
sobre a captagio do *°Ca, durante 90 min, por ithotas neonatais mantidas

em cultura, durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na auséncia ou presenga de

Efeito da glicose (16,7 mM) e da oxo-M (100 uM), sobre a secregdo de
insulina por ithotas de ratos de 1 (z1) e 7 (o) dias de vida, mantidas em
cultura durante 24 horas............................ 74
Efeito da glicose (16,7 mM) sobre a secregéo de insulina, por ilhotas de
ratos de 1 dia de vida, cultivadas durante 7 dias, na presenga (e) ou
auséncia (O) de 2 pg/mlde PRL............................coi 75
Efeito de 100 pM de oxo-M (A e B) ¢ 0,1 uM de forbol 12,13-dibutirato
(C e D), sobre a secre¢do de insulina, por ilhotas neonatais controle (o) e

tratadas com PRL (@), L 76



FIGURA 19:

FIGURA 20:

Efeito de diferentes estimuladores da secre¢io de insulina, durante 90
min, em ilhotas neonatais, cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na
auséncia ou presenga de 2 pg/mlde PRL ... 79
Efeito do tempo de cultura (A) e de tratamento com PRL (B), sobre a
secrecio de insulina estimulada por diferentes agentes, em ilhotas

neonatais de ratos. ... USSR 80



LISTA DE TABELAS

Tabela I Efeitos de diferentes substancias na captagio do *Ca (pg/ilhota), durante 5
min, em ilhotas neonatais cultivadas durante 7 e 19 dias, na presenga ou

auséneiade PRI . e, Apéndice

Tabela II:  Efeitos de diferentes substéincias na captagio do **Ca (pg/ilhota), durante 90
min, em ilhotas neonatais cultivadas durante 7 e 19 dias, na presenga ou

ausénciade PRL.................. Apéndice

Tabela HI: Efeitos de diferentes agentes na secre¢io de insulina, durante 90 min, em
ilhotas cultivadas durante 7 e 19 dias, na presenga ou auséncia de

PR e Apéndice



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIMPLIFICACOES

o-KIC : o.-cetoisocaproato

uCi : microcurrie

Mg micrograma

ut microlitro

uM micromolar

[ATP]: concentragio de ATP

[Ca*']i - concentragio citosolica de Ca®" livre
Ac: anticorpo

Arg : arginina

ATP : adenosina-5'-trifosfato

B: célula beta pancreatica

BG : “back ground” ou radiagio de fundo
Cch: carbamilcolina

cDNA : DNA complementar

cpm : contagens por minuto

DG : diacilglicerol

DNA : acido desoxirribonucleico

EDTA : acido etilenodiamino tetraacético
EGTA : acido etilenoglicol-bis (B-aminoetil eter) N,N,N°, N’ tetraacético
EPM : erro padrao da média

etal : et alii (e colaboradores)

FAD : flavina adenina dinucleotideo

G: glicose

g grama

GABA : acido gama-aminobutirico

GH : horménio do crescimento

GHr : receptor do horménio do crescimento



GLUT1 :
GLUT2 :

GSH :
GSSG

Hepes :
IDDM :
1P :

10 :
JAK :
Kb:

Km:

KREBS :

Leu :

MAX :

MGF

min :

NADP :

NADPH :

ng:

NIDDM :

transportador de glicose facilitador tipo 1
transportador de glicose facilitador tipo 2
glutationa (reduzida)

glutationa dissulfidrica (oxidada)

hora

acido (N-[2-hidroxietil] piperazina-N’-|2- etanosulfonico]
diabetes melito insulino-dependente

trifosfato de inositol

unidade internacional

Janus quinase

kilobase

kilodalton

constante de Michaelis

solugdo tamp@o bicarbonato de Krebs-Ringer

litro

leucina

miliampere

maximo ou cpm contidos em 1,0 ml do meio de incubagio
fator da glandula mamaria ou STATS

minuto

mililitro

milimetro

milimolar

numero de experimentos

nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
nanograma

diabetes melito ndo insulino-dependente

nandmetro



NSB
Oxo-M :

PBS :
Pg -
PIF :
PKC :
PL :
PLC :
pMol :
PMSF .
PRL :
PRLr:
RIE :
RNA :
RNAm:

pm :

RPMI-1640 :

RT-PCR :
SDS :
seg !
STATs :
13

TPA :
TRH :
Tris :

TYR :

Vmax :

ligaglo inespecifica (“non-especific binding™)
oxotremorina-M

probabilidade

solugdo salina fosfato-tamponada

picograma

fator inibidor da prolactina

proteina quinase calcio-dependente
lactogénio placentario

fosfolipase C

picomol

"phenylmethylsulfonyl fluoride"

prolactina

receptor de prolactina

radioimunoensaio

acido ribonucleico

RNA mensageiro

rotagbes por minuto

meio para cultura de células

transcriptase reversa-reagio em cadeia da polimerase
"sodium dodecyl sulfate"

segundo

transdutores do sinal citoplasmatico e ativadores da transcrigio
tritodotironina

“12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate”
horménio liberador de tireotrofina

tris (hidroximetil} aminometano

residuo tirosina do PRLr

volt

velocidade maxima de transporte



vol : volume

wiv : peso/volume



SUMARIO

Lista de Figuras

Lista de Tabelas

Lista de Abreviaturas, Simbolos e Simplifica¢des

L IDEEOQUGAD. ..o e et e e 1
1.1. Caracteristicas gerais da célula B-pancreatica fetal e neonatal.................... 3

1.2. Maturagio da célula B-pancreatica.....................oiiiiiii 14

1.3. Prolactina: aspectos ZeTais...........c.ooiiviiiiiiiii e, 16

1.4. Receptores de PRL e mecamsmos de agdo hormonal............................. 17

1.5, Efeitosgeraisde PRL ... 23

1.6. Efeitos da PRL na célula B-pancreatica....................cccooeeinviiciiiicciinnn 24

2. ODJEEIVOS. ..o et e 26
3. Material € MEtodos. ...t 27
B L ANIMAIS. ... e 27

3.2. Obtencio e cultura de ilhotas pancreaticas da ratos neonatais.................... 27

3.3. Isolamento e cultura de ilhotas pancreaticas de rato adulto............... e 29

3.4. Determinagdo da viabihdade celular pelo teste de excluséo de corante........ 30

3.5. Imunohistoquimica das proteinas de membrana GLUT2 e GLUTIL............. 30

3.6. Andlise da proteina de membrana GLUT?2, por “Western blot”.................. 31

3.6.1. Preparagiio da membrana.......................coo 31

3.6.2. Dosagem da concentragdo proteica.............coooevoveveervoevenienene 31

3.6.3. “Immunobloting”....................... e 31

3.7. Analise da permeabilidade a0 **Ca................o.ooooiioooo 33

3.7.1. Incorporagio do Ca ..o 33

3.7.2. Efluxo do ¥ Ca..iioi 35

3.8. Contetdo total de insulina..................c..occoiiii 36

3.9. Secregdo dindmica de insulina......................o e 36

3.10. Secrecio estaticade InSUlina.................. 37



3.11. Radioimunoensaio de inSulina. ... 38

312, SOMUGOES. . i 40
3.12.1. Solugdode Hanks. ... 40

3.12.2, Solugio de Krebs-Ringer..............c.c.coooooei i 40

3.12.3. Solugdode Lantdnio...................oooooeiviiviiis e 41

3.12.4. Liquidode Cintilagdo..................oooiiiii 42

3.12.5. Solugao Acido-AlCOOL..........c...cooviviririeiceroiee e 42

3.12.6. Tamplo FosfatoparaRIE. ... s 42

3.12.7. Solugdo de Inibidores de Proteases.......................................... 42

3.12.8. Gelde Empilhamento...............ccccooviviiiiee e 43
3.12.9. Gelde SeparaGio...............ooooii 43
3.12.10. Solugdo Salina Fosfato-Tamponada (PBS)........................ .44
31211 PBS-Leite ... 44
3.12.12. Tampao de Corrida...........oooooiiiiii e, 44
3.12.13. Tampéo de Transferéncia.......................oii 45

3.13. Substéncias Radioativas...................c.cooiiiiii e 45
313, 1. ANBCOTPOS. ...t 45

3132, InSulina.....ooii s 45

3.13.3. RadiolSOtOPOS. ... 46

.14 ReAGENIES. ...t e 46
3.15. Analise EStatiStica. ..ot 50
4 ReSUMAdOS. ..o 51
4.1. Determinagdo da viabilidade celular pelo teste de exclusio de corante......... 51
4.2. Imunohistoquimica das proteinas de membrana GLUT2 e GLUTI............ 51
4.3. “Western blot” da proteina de Membrana GLUT2.,.............................. 60
4.4, Efluxo do calCio..........oo 62
4.5, CaptagBo do calCIO............occiiiiii i 67
4.6. Contetdototaldeinsulina................................................ 72
4.7. Secrecio dindmica de msulina..............cccooeviniiiio SRR 72



4.8. Secregdo estaticade insulina............................ i, 77

S D S LIS S AO .o 81
6. Resumo € ConclusBes...........ooiii i 93
T ADSEIACL ... 95
8. Referéncias Bibliograficas...........o..oiiiiiiii e 97

Apéndice



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Muitos estudos demonstram que a célula B pancreatica de ratos fetais e neonatais
secreta menor quantidade de insulina em resposta a estimulos nutrientes, em especial a
glicose, quando comparada a de adultos (LAMBERT ef al,, 1971; AGREN ef al., 1975;
ASPLUND ef al, 1975, HELLERSTROM et al., 1979, FREINKEL et al., 1984,
BOSCHERO et al, 1988; AMMON ef al., 1989; MOURMEAUX ef al, 1989,
HELLERSTROM & SWENNE, 1991). Esta resposta secretoria “imatura” também &
descrita no pancreas fetal humano (SPELLACY et al., 1967 apud GRASSO et al. 1973,
GRASSO et al., 1968 apud GRASSO er al. 1973; ADAM ef al., 1969 apud GRASSO ef
al. 1973 ; THORELL, 1970; KING ef al., 1971; MILNER et al., 1972; GRASSO ef al.,
1973). Curiosamente, semelhangas entre o mecanismo secretdrio imaturo do feto e do
recém-nascido e a resposta secretoria diminuida no diabetes tipo II e no diabetes da fase
senil (WARD ef al., 1984; ELAHI et al., 1985, AMMON ef al., 1987, REAVEN ef al.,
1987; KAHN & PORTE, 1988; LEAHY, 1990), fazem do neonatoc um modelo
importante para o estudo das referidas patologias. Além disso, o modelo é ideal para
analises dos mecanismos envolvidos na maturagio da secrecdo de insulina bem como os
diferentes fatores atuantes no processo.

Os estudos da fisiopatologia do diabetes tipo [T ou NIDDM (diabetes melito ndo
insulino-dependente) identificam basicamente dois defeitos; resisténcia a insulina e fungdo
prejudicada da célula B-pancreatica (MANEATIS ef g/, 1982; LEAHY, 1990). Estas

alteracdes fundamentais incluidas na patogénese do NIDDM sfo causadas por uma
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combinacgio de fatores genéticos e ambientais (para revisio ver MUECKLER, 1990;
TAYLOR ef al., 1994). O envelhecimento também associa-se a redugfio na tolerdncia a
glicose (DE FRONZO, 1984; BUTTURINI, 1986; PERFETTI et al., 1995) e representa
um fator etiologico para o desenvolvimento do NIDDM (ANDRES & TOBIN, 1975).
Quanto ao funcionamento da célula B, estudos recentes realizados em ilhotas de
ratos adultos portadores de diabetes tipo II (induzido por estreptozotocina neonatal),
indicarn que nesta patologia a alteragdo na resposta secretdria a glicose deve-se
provavelmente a uma deficiéncia no sistema de transporte da hexose através da
membrana da célula B, bem como na atividade da FAD-desidrogenase glicerofosfato,
enzima chave na transferéncia de equivalentes reduzidos pela langadeira (“shuttle”) do
glicerol fosfato (THORENS et al., 1990; GIROIX ef al., 1991, GIROIX et al., 1992a,
GIROIX et al., 1992b). Outros modelos de disfungio na célula B relatam um ciclo futil
nas reacdes catalizadas pelas isoenzimas hexoquinase e glicose-6-fosfatase (KHAN e af.,
1989; KHAN e al., 1990; VIONNET ef al., 1992), de maneira que a perda de ATP em
tal processo poderia afetar a resposta secretoria a D-glicose (PORTHA, 1985). Além
disso, ilhotas isoladas de ratos portadores de NIDDM apresentam alteragBes na
biossintese e secreciio de insulina, alteragdes na fun¢do mitocondrial e diminui¢do na

captacdo liquida do **Ca®* glico-estimulada (PORTHA ez al., 1988).
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1.1, Caracteristicas gerais da célula B-pancreatica fetal e neonatal

No periodo fetal, a secrecio de insulina estimulada por glicose € reduzida e
monofasica. Contudo, tanto em roedores quanto em humanos, apds o nascimento esta
resposta € rapidamente convertida a um padrdo adulto tipico (HOLE er al, 1988,
BOSCHERO et al., 1988, HELLERSTROM & SWENNE, 1991). Portanto, assim como
outros orgios, o pancreas endocrino durante a fase perinatal, passa por etapas criticas de
maturagio da resposta secretoria, a qual ¢ influenciada por mudangas ambientais e
hormonais (para revisdo ver EPPLE & BRINN, 1987).

Em ilhotas fetais de ratos, no 21,5° dia de gestagfo, sabe-se que as reservas de
insulina s8o adequadas (SODDOYEZ-GOFFAUX ef al, 1971) e que o mecanismo
biossintético esta desenvolvido (ASPLUND, 1973a). Apesar disto, os dados da literatura
sio bastante contraditdrios quanto a capacidade secretéria do péancreas, nas diferentes
fases de vida fetal.

Em adultos, a estimulagio da célula B por concentragles supra-limiares de
ghcose, provoca uma resposta secretoria bifasica, caracterizada por uma elevago imicial
rapida, seguida de um aumento secundario lento, que permanece enquanto o estimulo
estiver presente (CLEMENTS & RHOTEN, 1976). Durante o desenvolvimento fetal do
pancreas de rato, uma secre¢fio de insulina monofasica e de curta duragio, surge entre o
17° e 20° dias de gestacio (KERVRAN & RANDON, 1980; RHOTEN, 1980). Em
alguns trabalhos, o feto de rato a partir do 18,5° dia de gestagdo ja responde “in vivo” a

hiperglicemia, aumentando sua concentragdo de insulina plasmatica (GIRARD er al.,
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1974, KERVRAN & GIRARD, 1974; BLAZQUEZ ef al, 1975; KERVRAN &
GIRARD, 1976; KERVRAN ef al., 1979). No pancreas fetal de rato, a glicose € capaz
de estimular a liberagio de insulina durante os altimos 4 dias de gestagio, de maneira
qualitativamente semelhante a do pancreas adulto (KIKUCHI ef al., 1974, CLEMENTS
& RHOTEN, 1976) ou seja, um padrio bifasico. A principal diferenga é a magnitude da
2° fase de secregfio, a qual no pancreas fetal a termo ¢ apenas 40% comparada ao adulto.
Estes resultados s3o observados em fragmentos de pancreas fetal e ilhotas isoladas, tanto
“in vivo” (GIRARD et al., 1974, KERVRAN & GIRARD, 1974; BLAZQUEZ et al.,
1975; KERVRAN & GIRARD, 1976; KERVRAN et al, 1979) quanto “in vitro”
(LAMBERT, 1970 apud SODOYEZ-GOFFAUX ef al., 1979, SODOYEZ-GOFFAUX
et al., 1971, BLAZQUEZ et al., 1975; DE GASPARO et al., 1975, BLAZQUEZ et al.,
1975, KERVRAN et al., 1977, RANDON & KERVRAN, 1979; SODOYEZ-GOFFAUX
et al., 1979, KERVRAN & RANDON, 1980; RHOTEN, 1980; HILL & RHOTEN,
1983; ).

Segundo HILL & RHOTEN (1983) no péncreas fetal de 17 dias detecta-se uma
primeira fase de secre¢io minima em resposta a glicose e uma resposta secretoria
evidente & Arginina (Arg) e Arg mais Leucina (Leu). Alguns autores demonstram que as
células B de ratos, no 20° dia de gestacdo ja respondem a glicose, Leu, Arg
(SODDOYEZ-GOFFAUX et al., 1979; RHOTEN, 1980) e teofilina (KERVRAN &
RANDON, 1980), entretanto a secregdo nesta fase € bastante reduzida em relagio a do
adulto. Por outro lado, pancreas fetal removido no 18° dia de gestagdo e incubado

imediatamente ou cultivado durante 4 dias, nio responde 4 Leu e Arg e nem mesmo 2
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combinagio destes aminoacidos com cafeina (LAMBERT, 1970 apud SODOYEZ-
GOFFAUX et al., 1979).

Além da demonstragio de que no periodo fetal a secregdo de insulina glico-
estimulada ¢ muito pequena, tanto em animais experimentais (ASPLUND, 1973a;
AMMON et al., 1983) quanto em humanos (OBENSHAIN ef al., 1970, PHELPS ef al.,
1978); varios trabalhos descrevem que a glicose ¢ ineficaz em estimular a secre¢io de
insulina em fragmentos de pancreas fetal de ratos (VECCHIO ef af, 1967 apud
SODOYEZ-GOFFAUX ef al., 1979; CLARK et al, 1968 apud HOLE et al, 1988; |
ASPLUND ef al. 1969; HEINZE & STEINKE, 1971; SODOYEZ-GOFFAUX ef al.,
1971; HEINZE & STEINKE, 1972; ASPLUND, 1973b; ASPLUND ef al., 1975; FOA et
al., 1976 apud RHOTEN, 1980; HASTY & MURRELL, 1978) ou ilhotas fetais isoladas
(HEINZE & STEINKE, 1971; HEINZE & STEINKE, 1972; AGREN et al., 1976;
HELLERSTROM et al., 1978, AMMON ef al., 1985). Mesmo utilizando-se um sistema
de perfusfio dindmica do péncreas observa-se apenas um pico inicial e reduzido de
secrecdo de insulina (BURR ef al., 1971; ASPLUND et al., 1973a; HEINZE et al.,
1975). Entretanto, na presenga de inibidores da fosfodiesterase, surge um padrio de
resposta semelhante ao adulto (HEINZE & STEINKE, 1972; BURR ef al, 1971;
LAMBERT et al., 1971). Existem relatos de que ilhotas de ratos de 1 dia de vida, ndo
respondem a glicose (AGREN et al., 1976; ASPLUND, 1973a; GRILL ef al., 1975) e de
que, assim como tthotas fetais, respondem a uma alta concentragdo de glicose apenas na
presenga de teofilina (AMMON ef al., 1985) ou isobutilmetilxantina (BLAZQUEZ et al.,

1975). KERVRAN & GIRARD (1974) sugerem que embora “in vitro” a secrecdo fetal
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de insulina seja ausente ou reduzida em resposta a glicose, 0 mesmo ndo ocorre “in vivo™.
HOLE ef al. (1988) relatam que em ilhotas de ratos, no 2° dia pds-natal inicia-se uma
elevagdo na resposta secretoria a glicose. Segundo AGREN e/ al. (1976) no 1° dia pos-
natal a resposta secretoria ao D-gliceraldeido, ja é comparavel a do adulto. Tthotas
neonatais (36 horas de vida) cultivadas durante uma semana, também respondem ao
gliceraldeido e a teofilina (BOSCHERO et a/., 1988).

Apesar das muitas divergéncias, alguns estudos deixam claro que existem
diferencas qualitativas na secre¢do de insulina por ilhotas fetais e de 3 dias de vida. Em
ithotas fetais, o perfil de liberagio n&o € tipicamente bifasico e¢ a resposta mantida que
ocorre em uma segunda fase de secregio ndo tem as caracteristicas da segunda fase do
adulto pois ndo é inibida por bloqueadores de canal de Ca®* (HOLE et al., 1988). No 3°
dia de vida, a resposta tem um perfil de secre¢fio de insulina mais parecido ao de uma
ilhota adulta e, é dependente da entrada de Ca’" através de canais voltagem-sensiveis. Em
sintese, o desenvolvimento da sensibilidade a glicose no rato, parece iniciar-se ao redor
do 17° dia de gestagio, a mesma torna-se monofasica e transitoria antes do surgimento
de uma resposta secretoria mantida em presenga do estimulo. A resposta semelhante a do
adulto, ocorre apenas apds o nascimento, entre o 3° e 5° dias de vida. Portanto, etapas
importantes do processo de maturagio ocorrem durante 6 a 8 dias da fase perinatal.

As discrepéncias na literatura com relagdo ao momento em que a ithota torna-se
sensivel a glicose, pode ter varias explica¢des. S3o usadas diferentes linhagens de ratos e
os estudos sdo realizados “in vivo” e “in vitro”, em fragmentos de pancreas e ilhotas

isoladas. Para os experimentos “in vitro”, o tratamento do pancreas fragmentado, a
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severidade do isolamento da ilhota, e os diferentes meios e condigdes de incubacio
usados, poderiam influenciar os resultados. Além disso, muitos trabalhos demonstram que
a concentragdo de glicose as quais as ilhotas estdo expostas na fase perinatal influencia a
maturagdo da resposta secretoria (ASPLUND, 1973b; FREINKEL er al, 1984;
HELLERSTROM ef al, 1979). Portanto, a composi¢io e a guantidade do alimento
ingerido bem como os niveis glicEémicos da mie prenhe, sdo variaveis importantes.

Alguns trabalhos analisam o desenvolvimento de sistemas inibidores da secregdo
de insulina. No péncreas fetal de 21 dias, a somatostatina é capaz de inibir o efeito
secretor da Arg (SODDOYEZ-GOFFAUX et al., 1979) e da glicose (WOLLHEIM ef
al., 1978a;, WOLLHEIM ef al., 1979; HOLE ef al., 1988). Além disso, a secregdo de
insulina glico-estimulada pode ser inibida em até 80% por altas concentragdes de
adrenalina (GIRARD ef al. 1974; WOLLHEIM & SHARP, 1981; HOLE ef al., 1988).
Estes dados indicam que alguns sistemas inibidores sio ativados antes da maturagio da
resposta secretoria & glicose.

A capacidade da célula B fetal em liberar insulina é adequadamente funcional € a
maguinaria exocitdtica nio € limitante do processo. Isto parece claro pelo fato de
aminodacidos estimularem a secregio fetal (HEINZE & STEINKE, 1972) e de teofilina ou
isobutilmetilxantina potencializarem a resposta pancreatica fetal a glicose (LAMBERT et
al., 1971; HEINZE & STEINKE, 1972; BLASQUEZ et al., 1975; GRILL ef al., 1975;
AMMON et al., 1985; MOURMEAUX et al., 1985).

Em humanos, os estudos da resposta secretéria do pancreas fetal, também

apresentam resultados variaveis. A insulina pode ser detectada no pancreas e no sangue
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fetais humanos entre a 8° ¢ 10° semanas de gestagdo (STEINKE & DRISCOLL, 1965
apud GRASSO 1973; RASTOGUI er al, 1970 apud GRASSO 1973). Segundo
MILNER ef al. (1972), no péncreas fetal humano de 12 a 24 semanas, a secreglio de
insulina em resposta a uma estimulacdo com glicose, é pequena ou ausente. Porem,
observa-se resposta secretoria a Leu, na 14° semana e & Arg, entre a 18° e 20° semanas .
Além disso, em criangas prematuras (idade gestacional de 35 + 2 semanas e peso médio
de 2,16 Kg) nas primeiras 24 horas de vida, a resposta secretoria a uma infusdo de
glicose também é muito pequena, comparada & elevagfio nos niveis séricos de insulina
produzida pela infusdo de uma mistura de aminoacidos (GRASSO ef al, 1973). Nos
trabalhos de OTONKOSKY ef al. (1988), o pancreas fetal humano responde a glicose a
partir da 17° semana de gesta¢do e o padrdo bifasico de secregdo surge somente apos o
nascimento. Por outro lado, também existem relatos de que a glicose aumenta
significativamente a secre¢do de insulina “in vitro”, em pancreas fetal humano de 10 a 12
semanas (PRONINA & SAPRONOV A, 1976 apud RHOTEN, 1980).

Na célula B adulta, o metabolismo da glicose gera sinais que induzem o
fechamento de canais de K* sensiveis ao ATP, reduzindo o efluxo do K', despolarizando
a membrana e causando a abertura de canais de Ca®" voltagem-sensiveis; o que permite o
influxo de Ca*', a favor do seu gradiente eletroquimico. A elevagiio da [Ca®']; promove a
extrusdo dos granulos de msulina (para revisdo ver MALAISSE ef al., 1984). No adutlto,
tanto o Ca’” intra quanto o extracelular é usado na geragio de uma resposta bifasica

completa, entretanto a segunda fase de secrecdo ¢ basicamente dependente da captagdo
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de Ca®" extracelular através dos canais voltagem-dependentes (WOLLHEIM e/ al.,
1978b; WOLLHEIM & SHARP, 1981).

No feto, algumas caracteristicas do processo de secre¢do sdo comparaveis aos no
adulto, porém existem muitas diferengas.

Dois canais de K ja foram identificados em células B isoladas de adulto e
neonatal. Um canal de K' sensivel ao ATP e bloqueavel pelas sulfoniluréias (COOK &
HALES, 1984; RORSMAN & TRUBE, 1985; ASCHROEFT et al., 1985) e um canal de
K' ativado por Ca®" (COOK et al., 1984; FINDLAY ef al., 1985). Em células B-
pancreaticas fetais também esta caracterizada a presenga dos canais de K~ sensiveis ao
ATP (COOK ef al., 1986; RORSMAN et al., 1989). No adulto, ambos sdo inibidos pela
glicose (ATWATER et al., 1988). Em células B fetais de ratos, WELSH ef a/. (1987)
demonstram que os canais de K ATP-dependentes sdo insensiveis d glicose, porém
podem ser inibidos pela sulfoniluréia, tolbutamida. Segundo RORSMAN et al. (1989) os
mesmos s8o sensiveis a [ATP] intracelular e as sulfoniluréiais. Contudo, glipizida, outra
sulfoniluréia bloqueadora dos canais de K" modulados por ATP, ndo aumenta a secregdo
de insulina de células B fetais (PETERSON et al, 1986). Por outro lado diazoxida,
estimuladora desses canais, inibe a secre¢io de insulina em ithotas fetais mantidas em
cultura (MOURMEAUX ef al., 1985). O efluxo do ¥Rb" ndo é alterado pela ghcose, em
ithotas 1soladas de fetos de 21 dias (AMMON ef al, 1985). Em ilhotas neonatais, a
permeabilidade a K* também est4 alterada em comparagio ao adulto (BOSCHERO et al.,
1988; BOSCHERO ef al., 1993b). Sabe-se que o canal de K" sensivel ao ATP é regulado

pelo metabolismo celular (MISLER et al., 1986). Portanto, altera¢des na sensibilidade a
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glicose, podem ocorrer devido ao metabolismo imaturo (AGREN ef al., 1976; GRILL ef
al., 1981; BOSCHERO ef al., 1990) ou uma alteragdo na densidade efetiva, bem como
na funcionalidade do canal de K* ATP-sensivel (HOLE et al., 1988, BOSCHERO ef al.,
1988).

No feto, existem correntes de Ca®' voltagem-dependentes (RORSMAN et al.,
1989) e a secregdo de insulina, induzida por concentragdes despolarizantes de KCI, ¢
inibibida pelo verapamil, bloqueador do canal de Ca®” modulado por voltagem (HOLE er
al., 1988). Contudo, a glicose nio pode estimular o influxo de Ca® (AMMON ef al.,
1985) e a secregdo reduzida de insulina, estimulada pela glicose, ¢ insensivel ao verapamil
(HOLE ef al., 1988). Por outro lado, em ilhotas neonatais a secre¢do de insulina
estimulada pela glicose, € inibida pela nifedipine (BOSCHERO et al., 1988), a exemplo
do que ocorre em ilhotas aduitas (MALAISSE & BOSCHERO, 1977). Isto indica que
estas ilhotas possuem canais de Ca®" sensiveis & diidropiridina, e que a secrecio de
insulina induzida por glicose depende da entrada de Ca®".

Os dados obtidos em ilhotas fetais, indicam que a glicose ¢ incapaz de
despolarizar a membrana da célula B (BOSCHERO et al, 1988) o que por sua vez,
poderia ser consequéncia de um namero reduzido de canais de K* ATP-sensiveis ou da
incapacidade celular em produzir o sinal metabolico necessario para bloguear o canal.
Neste sentido, ja foi proposto que embora as células B fetais de rato possuam canais de
K" sensiveis a0 ATP, eles nio sfo afetados pela glicose devido ao metabolismo imaturo

do agucar (RORSMAN ef al., 1989; AMMON et al., 1989; BOSCHERO ef al., 1990).
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Em ilhotas fetais também demonstra-se a presencga e a efetividade dos canais de
K™ utilizando-se quinina, um bloqueador dos canais de K ATP-sensiveis (FINDLAY et
al., 1985), que potencializa a resposta secretdria fetal a glicose e confere sensibilidade ao
verapamil na inibigdo da referida resposta (HOLE ef al, 1988). A imaturidade destas
ilhotas ndo ¢ especifica para glicose, mas também para o o-cetoisocaproato ou a-KIC
(HOLE er al., 1988). A perda do padrio de secrecdo bifasico em resposta ao o-KIC bem
como A glicose, indica que a imaturidade da resposta ndo ocorre em uma via especifica do
metabolismo da glicose. HOLE er a/. (1988) concluem que a diferen¢a na resposta de
ilhotas fetais a glicose e ao a-KIC em relacdo ao adulto, ocorre devido a uma deficiéncia
no acoplamento estimulo-secregdo entre o metabolismo dos substratos € o canal de K™
Poderia ocorrer uma fatha na producao do sinal metabolico necessario para fechar o canal
de K’ ou incapacidade do sensor em interpretar o sinal. A diminuigio na taxa de efluxo
do **Rb” (substituto do K") observada em ilhotas de ratos adultos estimuladas por glicose
(BOSCHERO ef al., 1977), é ausente em ithotas fetais (AMMON ef al., 1985) e bastante
reduzida em ilhotas neonatais cultivadas (BOSCHERO ef af., 1988; BOSCHERO et al.,
1993b).

AMMON ef al. (1983), fornecem evidéncia de que em ilhotas fetais de ratos que
ndo secretam insulina em resposta a glicose, ocorre adicionalmente uma falha no aumento
da atividade da via do “shunt” da hexose-monofosfato, ou na mudanga do estado de
oxidagdo/redugdo da glutationa (GSH/GSSG). Os autores discutem que devido ao fato
da razdo NADPH/NADP ser alta em ilhotas fetais, parece que elas sdo incapazes de

transferir hidrogénio do NADPH para a glutationa. Se o estado redox da célula €
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importante no acoplamento estimulo-secrecdo para o fechamento do canal de K', entdo a
falha na transferéncia de hidrogénio em ilhotas fetais, poderia ser responsavel, em grande
parte, pela resposta secretoria diminuida a glicose.

Em sintese, os resultados obtidos em péncreas fetal e de ratos de 3 dias, sugerem
que a diferenga entre a resposta fetal imatura e a resposta bifasica mais madura do
pincreas de ratos de 3 dias, origina-se em uma falha da glicose em despolanzar a
membrana da célula B e aumentar a entrada de Ca®". Isto seria consequéncia da produgdo
inadequada de ATP pela metabolizagio dos substratos energéticos, bem como da
insensibilidade dos canais de K~ & alteracio da relagio ATP/ADP, ou ainda devido a um
nimero reduzido de canais de K™ ATP-sensiveis, operantes.

Apos o nascimento, a capacidade da glicose em promover o influxo de Ca’ e a
resposta secretoria desenvolve-se rapidamente (HELLERSTROM & SWENNE, 1991).
Estudos em ilhotas de ratos neonatais cultivadas, evidenciam que a sensibilidade a
antagonistas do canal de Ca®’, na secregio de insulina induzida pela glicose
(BOSCHERQO et al., 1988) e no influxo de Ca’ (BOSCHERO ef al., 1992a), surgem em
menos de 36 horas. Contudo, nesta fase ainda observa-se que a resposta a estimulac@o
por glicose, difere do adulto. Esta imaturidade € descrita em vérias etapas do mecanismo
de secrecdo, na producgdo reduzida de ATP (BOSCHERO e/ al, 1990), na
permeabilidade da membrana ao K" alterada (BOSCHERO ef al., 1988, BOSCHERO ef
al., 1990; BOSCHERO et aii, 1993b), em falha na elevagio da concentragio do Ca®"
intracelular (BOSCHERO er al, 1992a) e também na auséncia de uma resposta

secretonia bifasica, tipica do adulto (BOSCHERGO ef al., 1993a).
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As células B de roedores de 3 a 12 dias de vida apresentam canais de K' ATP-
sensiveis que respondem a glicose (SCHWARTZ et al, 1990), a maneira do adulto
(ASHCROFT ef al., 1985, SCHWARTZ et al., 1990). Portanto, se a insensibilidade
relativa das células B fetais de rato a glicose, deve-se a um defeito no acoplamento do
estimulo & despolarizagio da membrana e a abertura de canais de Ca’" sensiveis a
voltagem, este acoplamento ocorreria a partir do 3° dia pos-parto. BLACK ez al. (1994),
examinando em células B cultivadas de ratos, a relagdo entre estimulagio da glicose,
despolarizacio da membrana, atividade do canal de Ca™ e influxo de Ca”, demonstram
que o acoplamento entre estas etapas, torna-se semelhante ao adulto 3 a 5 dias apos o
nascimento.

A glicose ¢ transportada para a célula B pancreatica por uma proteina integral de
membrana denominada GLUT2 (HELLMAN ef al, 1971; JOHNSON et al., 1990;
THORENS ef al., 1992), também encontrada em hepatocitos, células epiteliais proximais
renais e células do epitélio intestinal (THORENS ef al., 1988; THORENS, ef al., 1990).
Estudos da cinética do GLUT2, revelam que sua constante de equilibrio (K,,) varia entre
20 e 50 mM e sua capacidade de transporte (V,..) é de aproximadamente 2400
pMol/bh/ilhota. Estes dados indicam que a sua capacidade de transporte excede aquela
necessaria para fornecer glicose para a via glicolitica. A fosforilagdo da glicose pela
glicoquinase IV (Km = 8 mM), parece ser a etapa limitante da taxa de fluxo glicolitico
(para revisdo ver MEGLASSON & MATSCHINSKY, 1986; LENZEN & PANTEN,
1988; LENZEN, 1992). A glicoquinase IV € uma enzima que se expressa

significativamente apenas no péincreas e figado (LENZEN & PANTEN, 1988). Nas
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células B-pancreaticas, esta enzima acopla variagbes glicémicas a mudangas
correspondentes na taxa de fluxo metabolico através da glicolise (LENZEN, 1992).
Segundo TIEDGE & LENZEN (1991), ilhotas pancredticas de ratos adultos expressam 2
tipos de RNAm para glicoquinase (2,8 ¢ 4,4 Kb). Analises de “Northern Blot” indicam
que o pancreas de rato neonatal, de 2 dias, expressa apenas o gene de 2,2 Kb; enquanto
em animais de 16 dias, ambos sdo detectados (TIEDGE & LENZEN, 1993). Portanto, a
“imaturidade” da resposta secretOria de insulina em ratos neonatais, também pode
relacionar-se ao padrio diferenciado de expressdo do gene para glicoquinase, comparado

ao pancreas de 16 dias (TIEDGE & LENZEN, 1993).

1.2. Maturacfo da célula B-pancreatica

E consenso na literatura que inimeros pardmetros estdo envolvidos na progressio
natural dos eventos que conduzem ao comportamento secretorio tipico de ilhotas adultas.

Alguns autores relacionam a maturagfo da célula B pancreatica a concentragio de
glicose no meio de cultura. Nos trabalhos de FREINKEL et al. (1978; apud DUDEK e/
al., 1984), ilhotas fetais de rato (de 21,5 dias) apresentam aumento progressivo na
secrecdo de insulina apds 1, 4 e 7 dias de cultura em meio contendo 11,1 mM de ghcose,
contudo ndo ocorre uma 2° fase secretoria completa. HELLERSTROM ef al. (1979)
também observam maturagdo substancial na secrecdo de insulina por ilhotas fetais,
cultivadas durante 7 a 8 dias em presenga de 11,1 e 22,2 mM de glicose. Segundo

DUDEK et al. (1984), os efeitos da glicose envolvem aumento no volume da ilhota, no
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conteddo de DNA e, no contedido e na liberagio de insulina. Por outro lado,
MOURMEAUX ef al. (1985) ndo observam melhora significativa na resposta a glicose,
em ilhotas fetais cultivadas durante 9 dias em presenca de 10 mM de glicose. As causas
destas divergéncias provavelmente devam-se ndo somente a varia¢des na concentragio de
glicose, como também ao tipo de soro utilizado e a outros compostos do meio de cultura
(DUDEK et al., 1984).

Inimeros hormoénios circulantes, como triiodotironina ou T; (FISHER ef al.,
1977, apud BOSCHERO et al., 1989), hormdnic do crescimento ou GH (CORNBLATH
el al., 1965, apud NIELSEN, 1982), prolactina ou PRL e os lactogénios placentarios ou
PL (ARAGONA & FRIESEN, 1979, apud NIELSEN, 1982); estio elevados na fase de
vida perinatal. Segundo BOSCHERO ef al. (1989), em ilhotas de rato neonatal ou
adulto, cultivadas durante 7 a 9 dias, em presen¢a de 10 uM de triiodotironina (T's), ndo
ocorre aumento na sensibilidade a glicose. Por outro lado, o GH e os lactogénios como a
PRL e PL (ou somatomamotrofina coridnica), desempenham uma fun¢do importante na
maturacéo da sensibilidade a glicose. Sabe-se que o GH e os lactogénios influenciam os
mecanismos de sintese e secregéio de insulina (SORENSON ef al., 1987a;, BRELJE ef al.,
1989; NIELSEN er al., 1986, BILLESTRUP & NIELSEN, 1991; MARKOFF ef al.,
1990; BOSCHERO et al., 1993a).

Nos ultimos anos, inimeros trabalhos discutem o papel destes hormdnios,

principalmente da PRL, na maturacio da célula B-pancreatica.
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1.3. Prolactina: aspectos gerais

A PRL foi identificada por STRICKER & GRUETER em 1928 (apud Kelly,
1990), pela demonstragdo que extratos de hipofise bovina poderiam induzir secre¢do de
leite em coelhos. Em 1932, RIDDLE ef /. (apud KELLY, 1990) isolaram uma fragio de
extratos hipofisarios bovino, capaz de estimular o crescimento do papo em pombos, € a
denominaram prolactin. Desde entdo, este hormdnio ja for identificado em inimeros
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes e parece existir em todos os vertebrados
(NICOLL & BERN, 1972 apud KELLY, 1990). Seu isolamento foi realizado por
LEWIS ef al,, (1971) e sua purificagdo por HWANG et al. (1972).

A PRI, GH e PL, sdo membros de uma familia de horménios polipeptidios, cuja
homologia indica origem a partir de um gene ancestral (NIALL ef al., 1971; MILLER &
EBERHARDT, 1983). Embora inimeras fungdes lhes sejam atribuidas, o GH € mais
frequentemente associado a uma estimulagio geral do crescimento e do metabolismo, € a
PRI. a indugfo e manutengdo da lactagio em mamiferos.

A secregio de PRL aumenta uniformemente durante a gestacio e os niveis
plasmaticos podem elevar-se em até 20 vezes. A amamentagdo apoOs o parto, contribui
para manutengdo da concentragdo hormonal plasmatica materna elevada. InOmeros
fatores neuroendocrinos regulam a secre¢do de PRL. Dentre os componentes
estimulatorios destacam-se gravidez, estimulagdo do mamilo, estrogémio, sono, estresse,
TRH, antagonistas dopaminérgicos, opiaceos e serotonina. Sdo inibidores da secregdo de

PRL., a dopamina e seus agonistas, o PIF (fator inibidor da PRL), o GABA (acido gama-
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aminobutirico) e a propria PRL (para revisdo ver CLEMENS & SHAAR, 1980, LEONG
et al., 1983; KELLY, 1990).

Na espécie humana, a concentragdo plasmatica média de PRL ¢ de
aproximadamente 10 ng/ml na mulher (variando de 1 a 20 ng/ml), e um pouco menor no
homem. Estes niveis aumentam durante a gravidez e amamentagio, para uma
concentragdo maxima de 200 a 300 ng/m] {para revisdo ver KELLY, 1990). No rato, a
concentragdo plasmatica de PRL varia entre 3,9 e 8 ng/ml, no 20° e no 21° dias de
desenvolvimento fetal, respectivamente. Apds o nascimento a concentragdo hormonal ¢

7,4 ng/ml no 1° dia; e 8,1 ng/ml no 5° dia (KHORRAM ef al., 1984).

1.4. Receptores de PRI e mecanismos de a¢io hormonal

Os receptores de PRL (PRLr) estio presentes em muitos tecidos e existem em
varias formas, dependendo da espécie (HUGHES er al., 1985 apud KELLY, 1990).
Estdo clonados no homem, rato, camundongo, coelho, vaca e galinha (BAZAN, 1989,
SCOTT et al., 1992; TANAKA ef al., 1992; KELLY et al., 1993). No rato, identificam-
se 3 formas naturais: uma forma curta de 291 aminoacidos (BOUTIN ef a/., 1988); uma
forma longa de 591 aminoécidos, que difere da forma curta apenas pela cauda C-terminal
(SHIROTA ef al., 1990); e a forma Nb2 de 393 aminoacidos, identificada em células de
linfoma Nb2 e que representa uma isoforma do PRLr longo, que perdeu 198 aminoacidos
por delegdo no tltimo exon codificador do receptor (ALI ef al., 1991). Apenas as formas

longa e Nb2 sdo capazes de transmitir um sinal lactogénico, como por exemplo estimular
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os genes promotores das proteinas do leite, B-caseina ou B-lactoglobulina (LESUEUR er
al., 1991; ALI et al., 1992 apud LOCHNAN ef al., 1995). Em humanos, a forma longa
do PRLr (NAGANO ef al., 1995) tem sua atividade funcional lactogénica caracterizada
em linhagem celular transfectada por ¢cDNA (LOCHNAN et al., 1995).

Em ratos ndo existem evidéncias de receptores diferentes para PRL e PL
(FREEMARK et al, 1993, FREEMARK e/ al, 1995); embora os lactogénios
placentarios de humanos (HILL ez al., 1988); vacas (SCOTT et al., 1992); e ovelhas
(HANDWERGER, 1993) possam interagir com receptores distintos de PRL, GH ¢ PL.

A ligagdo da PRL ja estd caracterizada em preparacdes de membrana obtidas de
ilhotas isoladas {TESONE et al., 1980) e demonstrada por autorradiografia em secg¢Oes
de tecido pancreatico (POLAK et al., 1990). Segundo MOLDRUP er al. (1989; 1990),
os receptores de GH (GHr) e de PRL expressam-se em linhagens de células de
insulinoma de rato (RIN-SAH-T2B). Os RNAs mensageiros do GHr e do PRLr, séo
demonstrados em ilhotas cultivadas e em ilhotas de rata prenhe e lactante (MOLDRUP ef
al., 1993). Por intermédio de imunohistoquimica constata-se a presenga do PRLr em
célula B-pancredtica de rato adulto e neonatal e aumento na expressdo do PRLr em
ilhotas durante a prenhez (SORENSON & STOUT, 1995). O PRLr e seu RNAm,
também sio observados em vérios tecidos fetais de rato no final da gestacio (BOUTIN ef
al., 1988; FREEMARK et al., 1993; FREEMARK e¢f al, 1995). ROYSTER et al.
(1995), demonstram aumento na expressio do RNAm e da proteina do PRLr, em
inimeros tecidos fetais de rato; inclusive pancreas; no periodo compreendido entre o 17,5

e 20,5 dias de gestag@io. Estudos de RT-PCR (transcriptase reversa-rea¢do em cadeia da
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polimerase) sugerem que no rato, a forma longa do PRLr expressa-se no figado e
placenta maternos e distribui-se amplamente pelos tecidos fetais (inclusive pancreatico),
exceto coracdo. A isoforma curta do PRLr também encontra-se no figado e placenta
maternos; e em orgdos fetais tais como adrenal, rim, intestino delgado, figado e timo. No
feto, a forma curta do PRLr apresenta expressdo limitada no péncreas, na hipofise e no
cérebro. Nido ocorre no pulmio, pele e coracio (FREEMARK ef al.,, 1995). Embora
existam davidas quanto as fungOes precisas das formas longas e curtas dos PRLr na
mediac¢do dos efeitos dos hormdnios lactogénicos, as diferencas na expressdo relativa das
duas formas nos varios tecidos fetais, pode ter importéncia fisiologica pelo fato ja citado
de que apenas a forma longa do receptor ¢ mediadora da ativagdo do gene que transcreve
a B-caseina (LESUEUR et al, 1991; ALl ef al., 1992 apud LOCHNAN et al., 1995).

O PRLr ¢ um membro da superfamilia de receptores de citoquinas e GH; os quais
caracterizam-se por ndo conterem um dominio catalitico intrinseco (tal como tirosina ou
quinase serina/treonina), mas associarem-se a tirosinas quinases citoplasmaticas. Estas
enzimas, necessarias para a transdugfio do sinal, constituem uma familia denominada JAK
(Janus quinase, para revisdo ver IHLE ef al., 1994).

Estudos da linhagem celular de linfoma Nb2 pré-T dependente de PRL (GOUT e
al., 1980; ALl ef al., 1991) revelam que o hormdnio ativa rapidamente a tirosina quinase
JAK?2 associada ao receptor (RUI ez al, 1994; LEBRUN et al., 1994, CAMPBELL et
al., 1994). Em células BAF-3, também relata-se o efeito da PRL na ativagio da JAKI1
(DUSANTER-FOURT ef al, 1994). LEBRUN ef al (1994) demonstram que a

estimulacio de células Nb2 com PRL, além de ativar JAK2, resulta na fosforilagdo da
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tirosina do PRLr, de maneira tempo e dose-dependente. Alguns trabalhos, que analizam
varios membros desta familia de receptores, descrevem que apds estimulagio do ligante,
os receptores também sofrem fosforilagdo na tirosina (FOSTER ef al., 1988, CARTER-
SU ef al., 1989; SHACKELFORD & TROWBRIDGE, 1991; MURAKAMI ef al., 1991;
IOSHIMURA & LODISH, 1992; WANG ef al., 1992). Além disso, estudos recentes
demonstram que a PRL pode regular a expressdo génica por intermédio da fosforilagio
direta pela JAK2 (WAKAO et al, 1994), e da ativagdo de “transdutores do sinal
citoplasmatico e ativadores da transcrigdo” ou STATs (SIDIS & HORSEMAN, 1994;
DAVID ef al, 1994, WAKAO et al, 1994, GRONER ef al, 1994, LARNER &
FINBLOOM, 1995). Presume-se que os fatores de transcrigio STATs sdo recrutados
transitoriamente por ativagio hormonal ou receptores de citoquinas complexos, por
intermédio da hgagdo a residuos fosfotirosil especificos através de seus dominios SH2
(HEIM et al., 1995). Esta via sinalizadora JAK-STAT também ¢ usada por outros
membros da superfamilia de receptor de hematopoetina, de fatores de crescimento, de
citoquinas (receptores de interferon) e varios receptores tirosina-quinases (FU &
ZHANG, 1993; LARNER et al, 1993; RUFF-JAMISON ef al., 1993; SADOWSKI ef
al., 1993; SHUAI er al, 1993; AKIRA e al, 1994; DARNELL et al, 1994;
LUTTICKEN et al, 1994, UZE ei al, 1995). Existem proposigdes de que a
especificidade do sinal seja obtida através da ativagdo de moléculas STATs que podem
transativar diferentes grupos de genes; como por exemplo o fator de transcricdo
denominado STATS ou MGF (fator da glandula mamaria) que estd umplicado na

transativagio PRL-dependente do gene promotor da B-caseina (WAKAOQO et al, 1994,
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WELTE ef al., 1994). Alguns trabalhos indicam que um residuo fosfotirosil, presente no
dominio citoplasmatico dos membros da superfamilia de receptores citoquinas/GH/PRL,
desemnpenha uma fungfo critica na transdugio do sinal para ativagio génica (LEBRUN ef
al., 1995a; LEBRUN et al, 1995b). Certos receptores de citoquinas interagem com
fatores de transcrigio STAT especificos através de residuos fosfotirosil citoplasmaticos.
Estes incluem a ativagdo do STAT2 pelo receptor do interferon o ou IFNa (LEUNG ef
al., 1995), do STATS pelo receptor-a da Interleucina-4 (HOU ef al., 1994) e do STATS
pelo receptor-p da Interleucina-2 (FUNI ef al., 1995; KIRKEN ez al., 1995). Por outro
lado, estudos mutacionais t8m mostrado que as citoquinas podem recrutar proteinas
STATSs independente dos residuos fosfotirosil do receptor citoplasmatico, incluindo GH e
fator estimulador da coldnia granulocito-macrofago (HACKETT ef af., 1995; MUI ef al.,
1995, WANG et al., 1995), indicando que estes receptores variantes possuem a
capacidade de ativar tirosinas quinases JAK.

Muitos destes receptores também ativam a via Ras, a qual inclui uma cascata
distinta, predominantemente composta de quinases serina/treonina da membrana celular
para o ntcleo (BOGUSHKI & MCCORMICK, 1993). As proteinas deste circuito de
sinaliza¢@o Ras sfo produtos de protooncogenes (BOGUSHKI & MCCORMICK, 1993,
MANSOUR et al., 1994). Raf-1 é a primeira proteina quinase desta via e pode ser
ativada pela Ras bem como pela proteina quinase C e possivelmente p34 MOS
(BOGUSHKI & MCCORMICK, 1993). A observagdo de que a PRL estimula Raf-1 em
células Nb2 (CLEVENGER et al,, 1994) sugere que este hormdnio também poderia

ativar Ras. Posteriormente, ERWIN ef a/. (1995) demonstram que a PRL ativa Ras, em
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células Nb2, por intermédio de proteinas sinalizadoras SHC, GRB2 (Growth Factor
Receptor Bound 2y e SOS (Son of Sevenless). Estes autores também observam
fosforilagdo da tirosina da SHC pela PRL em duas linhagens celulares de cincer de mama
humano (MCF-7 e T47D), sugerindo que a ativagio da Ras, SHC-mediada, pode ser uma
via geral usada pela PRL.

Estudos recentes mostram que a PRL ativa STAT1, STAT3 e STATS, sendo
estas proteinas mediadoras dos efeitos da PRL em células de origem epitelial mamaria,
linféide e mieldide (GOUILLEUX ef al., 1994; WAKAQ ef al., 1994;: DASILVA ef al.,
1996). Por intermédio de estudos de receptores mutantes (formas curtas: M240 e T280),
DASILVA et al. (1996) confirmam o modelo proposto da JAK2 como uma proteina
efetora inicial usada pelos PRLr. Utilizando analises de fosforilagdo da tirosina e ensaios
eletroforéticos, demonstram também que o receptor mutante G328 (o qual nio possue
quatro; TYR402, TYR479, TYRS515, TYRS580; dos cinco residuos tirosina
citoplasmaticos conservados dos PRLr) mantém a capacidade para ativar JAK2, STAT]1,
STAT3 e STATS. Estes dados sugerem que residuos fosfotirosil externos ao PRLr, além
da tirosina quinase JAK2 associada ao PRLr, estio envolvidos no recrutamento de
proteinas STATs (DASILVA et al., 1996). Portanto, o processo de transdugio do sinal é

bastante complexo desde as fases iniciais, pois interagem iniimeras vias sinalizadoras.
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1.5. Efeitos Gerais da PRL

Ha mais de 20 anos ja haviam sido descritas quase uma centena de ag¢des da PRL
em varios tecidos (NICOLL & BERN, 1972 apud KELLY, 1990). NICOLL (1980)
enumera nada menos do que 227 efeitos diferentes do hormdnio. A PRL esta envolvida
na regulacio de uma variedade de processos fisiologicos, incluindo os sistemas imune
(RUSSEL, 1989, BERCZI, 1992; PELEGRINI ef al., 1992; MURPHY ef al.,, 1995) ¢
nervoso central (DI CARLO ef al., 1992; DUTT et al, 1994); o balango de fluido e o
metabolismo eletrolitico (HORROBIN, 1980); a reprodugio (BARTKE, 1980);, o
crescimento e a diferenciacio celular (NICOLL, 1980; BERN, 1983; KELLY et al,
1991; KELLY et af, 1993, HORSEMAN & YU-LEE, 1994); o desenvolvimento da
glindula mamaria e a lactogénese (GUYETTE et al., 1979). Em roedores, a PRL é um
promotor do desenvolvimento e progressio do cancer de mama (WELSCH, 1985;
MANNI ef al, 1986; TEJIWANI et al, 1991; MERSHON et al, 1995), prostata
(NAKAMURA e¢f al., 1990) e figado (BUCKLEY ef al., 1985). SHIU & TWASIOW
(1985) relatam que a PRL pode estimular proteinas especificas em células de cancer de
mama humano T-47D. ERWIN ef al. (1995), demonstram fosforilagdo da tirosina da
proteina sinalizadora SHC, induzida pela PRL, em 2 linhagens de células de cincer de
mama humano (MCF-7 e T-47D). Nos tecidos uteroplacentario, os PRLr provavelmente
sdo mediadores dos efeitos dos horménios lactogénicos na fungdo decidual nas fases
intermediarias da gestacio (GU ef al. 1992; FREEMARK ef al., 1993). A PRL promove
a absor¢do de calcio, agua e eletrdlitos, no intestino delgado e rim de ratos apds o

nascimento (RAMSEY & BERN, 1972; MAINOYA, 1975, KRISHNAMRA ef al.,
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1990; HORROBIN er al, 1971; SPANOS et al, 1976, ROBINSON ef al., 1982).
Estimula a mitogénese ¢ a producgdo de interleucina 2 em linfocitos T e timocitos
(MUKHERIEE ef al., 1990; VISELLI et al, 1991, CLEVENGER ef al, 1992:
GAGNERAULT ef al., 1993). Na adrenal fetal, os horménios lactogénicos estimulam a
producdo de sulfato de dehidroepiandrosterona (PEPE & ALBRECHT, 1990)
contribuindo para produgio de estrogénio placentario. Quanto a fun¢iio do PRLr no
tecido nervoso, sabe que a PRL estimula a mitogénese em astrocitos cultivados de ratos

neonatais (DEVITO et al., 1993).

1.6. Efeitos da PRL na célula B-pancreitica

Durante a prenhez, ocorrem diversas mudangas adaptativas na célula B-
pancreatica para adequar o metabolismo materno e a demanda insulinica aumentada 2
manuteng@o da normoglicemia. Sabe-se que a PRL induz aumento na sintese de insulina
(GREEN et al., 1973; BONE & TAYLOR, 1976), redu¢do no limiar de estimulagio a
glicose (GREEN & TAYLOR, 1972; SORENSON & PARSONS, 1985), aumento na
secregdo de insulina estimulada por glicose (GREEN & TAYLOR, 1972; SORENéON &
PARSONS, 1985; BRELJE & SORENSON, 1991), aumento na oxidagio da glicose
(BRELIJE et al., 1989), aumento na metabolismo do AMPc (GREEN ef al., 1978),
aumento na proliferacio e no volume da célula B (HELLMAN, 1960; VAN ASSCHE,
1974, AERTS & VAN ASSCHE, 1975; PARSONS e/ al, 1992) e aumento no
acoplamento intercelular via gap-junctions (SHERIDAN ef al, 1988). Uma outra

caracteristica importante na adaptag&o das ilhotas & prenhez, é o fato do processo ocorrer
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a longo prazo. llhotas de rato requerem pelo menos 5 dias para adaptagdo completa
(PARSONS et al., 1992). SORENSON et al. (1987b) também observam em ratas adultas
tratadas com PRL durante 4 dias, efeitos tais como; diminui¢io no limiar de estimulacio
a glicose, aumento na secre¢do de insulina ¢ aumento no acoplamento intercelular,
medido por corante,

Inimeros estudos “in vitro” demonstram efeitos da PRL na célula B-pancreatica
neonatal, que incluem varios daqueles que ocorrem durante a prenhez. Sabe-se que o
tratamento de ilhotas neonatais com PRL aumenta a sintese de insulina (NIELSEN, 1982;
BRELIJE ef al, 1989), diminui o limiar de estimulagio a glicose {(SORENSON &
PARSONS, 1985; SORENSON ef al., 1987a; BRELJE & SORENSON, 1988); aumenta
a secregdo de insulina (SORENSON & PARSONS, 1985; BRELJE & SORENSON,
1988; MARKOFF et al., 1990; BRELIE ef al., 1993); aumenta o acoplamento entre as
células B de uma ilhota (MICHAELS ef al., 1987);, aumenta a oxidagio da glicose
(BRELIE et al., 1989); estimula a incorporagio de ["H]-timidina (NIELSEN et al., 1986,
BRELIJE ef al., 1989); promove a prolifera¢do de células B e aumenta o volume da ilhota
(BRELIJE ef al., 1989; BILLESTRUP & NIELSEN, 1991; BRELJE & SORENSON,
1991; BRELIJE ef al., 1993; BRELIJE et al., 1994, PARSONS ef al., 1995); aumenta o
numero ou a atividade dos canais de K' modulados por ATP (BOSCHERO et al.,
1993a), o contetido do GLUT2 (MAZANCOURT ef al, 1994; WEINHAUS et al,
1996) e a atividade da glicoquinase (WEINHAUS e al., 1996). Concluindo, iniimeras
evidéncias indicam a importéncia da participagdo da PRL no processo de maturacio da

resposta secretoria das células B-pancreaticas na fase de vida perinatal.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabatho ¢é aprofundar os conhecimentos dos mecanismos
celulares basicos de maturagio do acoplamento estimulo-secregio de insulina. Para isto,
analizamos em ilhotas de ratos neonatais, mantidas em cultura; o efeito temporal do
tratamento com PRL, sobre a secre¢do de insulina estimulada por diferentes substancias,

sobre a permeabilidade ao calcio; e o efeito da PRL e da glicose sobre a expressio do

GLUT2Z2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram usados ratos (Rattus norvergicus, var. albina) wistar, neonatais de ambos

os sexos (1, 2 e 7 dias de vida) e machos adultos (2 a 3 meses), fornecidos pela Central
de Bioterismo da UNICAMP. Os animais recém-nascidos foram sacrificados
imediatamente para retirada dos pancreas. Os animais adultos foram mantidos em
condi¢des de fotoperiodo controlado (12 x 12 h) até sua utiliza¢fio; recebendo agua e

ragdo “ad libitum”.

3.2. Obtencio e Cultura de Tlhotas Pancreaticas de Ratos Neonatais

Todo o material utilizado para cultura de ilhotas foi submetido a condigdes
especiais de esterelizagdo (CREPALIDI, 1991).

Para cada experimento foram utilizados aproximadamente 40 animais. Apds
decapitagdo e assepsia da regifio abdominal, os animais foram colocados em placas de
Petri de vidro e levados ao fluxo laminar (VECO, HLFS-12) para o procedimento
cirurgico de retirada dos péancreas.

Procedeu-se a laparotomia para exposigio e remoc¢io do pancreas. Durante a

cirurgia todos os orgdos foram mantidos num becker contendo solugdo de Hanks. A
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seguir, foram reduzidos a fragmentos pequenos (0,5 mm’® ), com o auxilio de tesoura e
lavados com Hanks. O tecido fragmentado foi transferido para um tubo de ensaio de
15 ml com tampa. Para facilitar a separagio das ilhotas das células acinares, fot realizado
um tratamento com colagenase. Apods adi¢do de 0,2 mg da enzima/pancreas, o tubo de
ensaio tampado foi agitado manualmente durante 5 min, em banho-maria a 37 °C. Em
seguida, o material foi lavado 35 vezes, com solu¢io de Hanks, para bloqueio da digestdo

e eliminacgdo da colagenase bem como de possiveis contaminagdes adquiridas durante o

procedimento cirurgico. Cada lavagem foi seguida de centrifugacdo e descarte do
sobrenadante. Uma 6° lavagem foi realizada com meio de cultura.

O tecido pancredtico parcialmente digerido foi transferido para placas de cultura
(Falcon 3003 - 100 x 120 mm), contendo 10 ml de meio RPMI 1640, suplementado com
10% (vol/vol) de soro fetal bovino estéril e 0,5% (vol/vol) de uma mistura dos
antibioticos penicilina (100 IU/ml) e estreptomicina (100 pg/ml). A montagem e
manuseio diario das placas foram feitos sob fluxo laminar.

Uma parte das ilhotas em cultura serviu como controle € a outra recebeu
tratamento diario com 2 pg/ml de PRL (SORENSON ef al., 1987a; BOSCHERO et g/,
1993a). As placas foram mantidas em incubadora de CO, (CO-24, New Brunswick
Scientific Co., Inc., New Jersey, USA), a 37 °C, em uma atmosfera umidificada e a 5%
de CO,, durante um periodo de 7 a 9 dias ou 17 a 19 dias. O meio de cultura foi trocado
a intervalos regulares de 48 horas.

Apés cultura, o meio foi substituide por solugio de Hanks e as ilhotas

pancreaticas livres de tecido acinoso, foram destacadas da base da placa, ressuspensas
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por leve agitagdo do fluido de cultura. A seguir foram coletadas individualmente sob lupa,
por aspiragio com pipeta Pasteur siliconizada e estirada, e utilizadas para

experimentagio.

3.3. Isolamento e Cultura de Tlhotas Pancreaticas de Rato Adulto

O isolamento das ithotas consistiu na destruigio seletiva do parénquima exdcrino
pancreatico, por intermédio da digestdo por colagenase, descrita inicialmente por LACY
& KOSTIANOVSKY (1967).

O animal foi sacrificado por decapitagio e, apds incisdo abdominal, ocluiu-se a
extremidade duodenal do ducto biliar comum e introduziu-se um catéter através de uma
pequena incisdo na parte proximal (hepatica) deste ducto. Por intermédio de uma seringa
conectada ao cateter, injetou-se 8 ml de solugdo de Hanks contendo 6 mg de colagenase,
provocando entumescimento do orgdo. O péncreas foi entdo retirado, transferido para
uma placa de Petri e dissecado o tecido adiposo, vascular e ganglionar linfatico. Para a
obtencido de quantidade adequada de tecido, foram utilizados 2 péncreas para cada
experimento. Em um becker pequeno, o tecido pancreatico foi cortado em fragmentos de
aproximadamente 0,5 mm’. O material foi transferido para um tubo de ensaio com tampa
e permaneceu durante 18 min, em banho-maria a 37 °C. Apos este periodo, o tubo foi
agitado manualmente durante cerca de 2 min, sendo a interrupgdo do procedimento feita
por controle visual da viscosidade. O conteido do tubo foi entdo transferido para um

becker e procedeu-se lavagens sucessivas acompanhadas de sedimenta¢io do material,
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para remogio enzimatica. Finalmente, o tecido foi transferido para placas de Petri e as
ilhotas isoladas foram coletadas individualmente sob lupa, com auxilio de uma pipeta
Pasteur estirada e previamente siliconizada. O procedimento de cultura das ilhotas adultas
foi o mesmo descrito anteriormente para ithotas neonatais. Apos o periodo de cultura (3
horas, 2 ou 7 dias), as ilhotas adultas foram utilizadas para analise dos transportadores de

glicose (GLUT1 e GLUT2), por intermédio de técnicas imunohistoquimicas.

3.4. Determinacio da Viabilidade Celular pelo Teste de Exclusio de Corante

A técnica de incorporagio do corante azul tripan pode ser utilizada para analise de
possiveis lesdes na membrana de células e morte celular apds cultura de tecido
(PHILLIPS, 1973 apud AMMON e al., 1985). As ilhotas cultivadas durante periodos de
tempo diferentes, foram lavadas com solugio de Hanks e mantidas em solugdo tampio
contendo azul tripan (0,18% w/v}), durante 5 min, a temperatura ambiente. Apos a
incubagio foram lavadas trés vezes e analisadas em microscopio invertido com contraste

de fases (Reichert-Jung, Series 1820 Biostar).

3.5. Imunohistoquimica das Proteinas de Membrana, GLUT2 e GLUTI1

Grupos de ilhotas foram submetidas a uma digestdo suplementar com solugiio de
Krebs, sem Ca®" | contendo dispase para o isolamento das células B pancreiticas. As

células isoladas e também ilhotas integras, foram incubadas durante periodos de tempo
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diferentes e em condigdes experimentais variaveis (descritas nos resultados). Em seguida
foram fixadas com paraformaldeido (4%) e tratadas com anticorpos especificos. A
localizag¢8o das respectivas proteinas nas células tornou-se possivel pela fluorescéncia
emitida pela fluoresceina, acoplada ao segundo anticorpo (ver SAEZ ef al., 1991 e

BERTHOUD et al., 1992).

3.6. Analise da Proteina de Membrana GLUT2, por “Western blot” (TOWBIN

etal., 1979, BURNETTE, 1981)

3.6.1. Preparacio da Membrana: apds cultura, ilhotas de 4 preparagdes
diferentes foram colocadas num mesmo “eppendorf” (aproximadamente 1000 ilhotas),
contendo uma mistura de inibidores de proteases, descrita a seguir. O tecido foi
homogeneizado {sonicado) a 4 °C e centrifugado a 14.000 rpm, durante 15 min, a 0 °C.

3.6.2. Dosagem da Concentraciio Proteica: o contendo total de proteinas das
amostras foi dosado utilizando-se o “Bio Rad Protein Assay - Dye Reagent Concentrate”.
Estabelecida uma curva padrio entre absorbéncia (595 nm) e conteiido proteico
(variando de 1 a 10 pg/mil), os valores de absorbéncia das amostras permitiram a
extrapolag¢do dos valores das proteinas totais. A concentragio de proteina utilizada por
amostra foi de 50 pg/pocinho.

3.6.3. “Immunobloting”: os volumes de amostras utihzados foram calculados

rigorosamente para a obtengdo de 50 ug de proteinas. As amostras foram incubadas em
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“sample buffer” 5x (20% do volume da amostra), a 37 °C, durante 1 hora. Foram
incubados também 10 ul de uma mistura de proteinas (Rainbow coloured protein
molecular weight markers) purificadas e coradas, com fungio de marcadores de peso
molecular. O marcador e as amostras foram transferidos para os pocinhos do gel
(previamente preparado no interior de duas laminas acrilicas) conectado a um sistema
elétrico e preenchido com tampédo de corrida. A fonte de energia foi regulada no inicio
para 60 V até que a linha de corrida, visivel pela coloragdo azulada do “sample buffer”,
ultrapassasse o gel de empilhamento. Atingido o gel de separagéo, a fonte foi regulada
para 125 V £ 30 mA. O tempo de corrida foi de aproximadamente 120 min. Finda esta
etapa, o sistema foi desmontado e o gel foi colocado em contado com uma membrana de
nitrocelulose para transferéncia das proteinas. O sistema de transferéncia foi preenchido
com solugio de transferéncia e mantido durante 14 a 16 horas, a baixa temperatura
(4 °C). A fonte de energia foi mantida em 23 V % 230 mA. Apos transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi mantida durante 2 horas em salina fosfato-tamponada
(PBS) acrescida de leite em po desnatado (4%) e Tween-20 (0,2%). Apos saturagdo, a
membrana foi mantida durante 2 horas, sob agitacio constante, em PBS-leite contendo o
primeiro anticorpo (1:1000, exemplo: 20 pl de Ac em 20 ml de PBS) especifico a
proteina em analise. Seguiram-se 3 lavagens da membrana com PBS-leite ¢ finalmente a
mesma foi incubada com o segundo anticorpo marcado com I, e especifico para o
primeiro. A diluigdo do segundo anticorpo foi feita também na proporgio de 1:1000, em
PBS-leite suplementado com 0,1% de albumina. Esta Gltima mncubag@o também foi feita

durante 2 horas e seguida de 5 lavagens em PBS-leite-albumina. A membrana de
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nitrocelulose foi seca, envolta em parafilme e, em cimara escura foi colocada em contato
com um filme de raio X virgem, dentro de um recipiente metélico protetor da luz. Apos 5
dias, a - 70 °C, o filme foi revelado e a proteina em analise, visualizada pela impregnacio
de faixas (bandas) escuras.

A quantificac@o dos dados foi feita pela leitura da radiagdo contida, nas regides

correspondentes as bandas do filme, no papel de nitrocelulose.

3.7. Analise da permeabilidade ao **Ca

3.7.1. Incorporagiio do *Ca

A técnica utilizada foi originalmente descrita por HELLMAN e cols (1976). As
ithotas foram coletadas a partir das placas de cultura e distribuidas em grupos de 100 a
130, em frascos tipo “eppendorf”, de acordo com o nimero de situagdes experimentais.
A seguir foram pré-incubadas durante 30 min em solugio de Krebs modificado,
tamponado com 10 mM de Hepes, a pH 7,4, contendo 5,6 mM de glicose, e gaseado com
oxigénio puro. Apods este periodo, seguiu-se a incubagdo durante 5 ou 90 min, em 100 pl
de solugdo de Krebs contendo “’CaCl, (60 uCi/ml), modificada de acordo com a situagio
experimental, descrita nos resultados. Durante a incubagdo o pH das solugdes foi mantido
a 7,4, por intermédio de gaseamento com oxigénio puro.

Imediatamente apos os 5 ou 90 min de incubagio, o sobrenadante de cada frasco
foi transferido para outros recipientes, para posterior confecgdo do padrio externo ou

maximo (MAX). A reagio de incorporacio foi interrompida pela adi¢do, em cada frasco,

Material ¢ Métodos 33



de solucdo de LaCl; a uma concentragdo final de 6 mM, a 0 °C e pH 7,4. As ilhotas
foram mantidas durante 60 min, a 0 °C. Apos este periodo, o sobrenadante foi descartado
e as ilhotas foram lavadas 3 vezes com a mesma solugdo de LaCl;, a 0 °C. As ilhotas
foram transferidas para placas de Petri e recoletadas em grupos de dez, em frascos de
polietileno contendo 0,5 ml de agua destilada acrescido de 0,5 mM de EGTA.

Todas as etapas poOs-incubagdo, foram executadas a baixa temperatura (0 °C),
obtida pelo uso de banho-maria gelado.

De cada uma das placas de Petri, transferiu-se também para frascos de polietileno,
um volume de liquido igual ao transportado junto com as ilhotas durante a recoleta das
mesmas. Este volume, coletado em duplicata, serviu para a avaliagdo da radioatividade
basal contida no meio (BG).

O valor do Max foi obtido por intermédio da avahiagfo da radioatividade contida
em 100 ul da solugdo de incubagdo (10 pl do sobrenadante radioativo mais 990 pl de
H;O destilada), em triplicata para cada situagio experimental.

A cada frasco de polietileno foram acrescentados 6 m! de liquido de cintilagdo, e a
radioatividade contida nas amostras foi medida em contador de particulas B (Beckman LS
6000TA, USA).

A quantidade de **Ca incorporado por ilhota foi calculada pela multiplicagio de
um fator F pelo cpm (contagens por min) de cada frasco, apos a subtracio do BG (“back-
ground” ou radia¢io de fundo) correspondente.

O fator F foi obtido pela seguinte equagdo: F = 40000 , onde

cpm do Max x 10
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40000 = quantidade (em pMol) de Ca’" contida em 1 ul do meio de incubagio
(concentragdo do Ca** = 1 mM)

cpm do Max = nimero de cpm contido em 1 pl do meio de incubagio

10 = ndmero de ilhotas coletadas em cada frasco

Os resultados foram expressos em pg de “’Ca/ilhota por 5 ou 90 min.

3.7.2. Eftuxo do **Ca

Grupos de 100 a 150 ilhotas foram incubadas durante 90 min, a 37 °C, em
solucio de Krebs contendo 16,7 mM de glicose ¢ 180 a 200 uCi/mt de “CaCl, sendo o
pH 7,4 equilibrado durante os 10 min iniciais com carbogénio. Apos incubacdo as ithotas
foram lavadas 4 vezes com Krebs nfo radioativo e transferidas para 4 cimaras de
perfusdo (vol 0,3 ml) contendo um filtro poroso (didmetro do poro = 8 jm) de acetato de
celulose (Millipore, SCWP 01300); que foram conectadas a um sistema perfusor. As
solugdes perfusoras, foram mantidas a 37 °C e equilibradas com carbogénio para
manutengio do pH a 7.4, durante toda a perfusio. As alte?a@ées na concentragio de
glicose bem como de outros secretagogos serdo descritas nos resultados. A razdo de
fluxo do sistema foi de 1 mi/min, impulsionado por uma bomba peristaltica (Ismatec SA,
MS-REGLO, Modelo 7351-10). A perfusio foi iniciada imediatamente apds a
transferéncia das ilhotas para as c8maras e conexio das mesmas ao sistema. O efluente foi
coletado a intervalos regulares de 1 min, imediatamente apds a montagem do sistema ou

ap6s 30 min de adaptagio. A cada amostra de efluente utilizada para leitura do **Ca, foi
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acrescentado 6 m! de liquido de cintilagio. A contagem das desintegragOes foi feita em
contador de particulas B (Beckman LS 6000TA, USA). Os resultados foram expressos

como efluxo fracional do **Ca (% / min).

3.8. Contenido Total de Insulina

Para medida do conteido total de insulina, grupos de 10 ilhotas (controle e
tratadas com PRL) foram sonicadas e mantidas durante 24 horas, a 4 °C, em uma solugio
acido-alcool. Apods a extragdo da insulina, foram feitas as diluigdes necessarias e ©

contettdo hormonal foi dosado por radioimunoensaio e expresso em ng/ilhota.

3.9, Secrecio Dindmica de Insulina

Para analise da secre¢fio dinimica de insulina, 4 grupos de 150 ilhotas foram
incubadas durante 90 min, a 37 °C, em 1 ml de solugdo de Krebs contendo 16,7 mM de
glicose, sendo o pH 7,4 equilibrado durante os 10 min iniciais com carbogénio (95% O/
5% CO2). Apos a incubag@o as ilhotas foram transferidas para o sistema perfusor ja
descrito. Apos o tempo de adaptagdo das ilhotas, que variou entre 34 a 50 min, as
amostras de perfusato foram coletadas a intervalos regulares de 30 seg, em banho-maria
gelado (4 °C) e armazenadas a -20 °C. A insulina secretada também foi dosada por

radioimunoensaio e expressa em pg/ilhota por min.
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3.10. Secrecio Estatica de Insulina

Para analise da secre¢io estatica de insulina o tecido pancreatico foi distribuido e
cultivado em recipientes especiais (Nunclon™ Delta Nunc Inter Med ou Costar Tissue
Culture Cluster™). Apos o periodo de cultura, as ilhotas isoladas foram utilizadas para a
analise da secregdo de insulina, realizada nos mesmos recipientes (pocinhos) nos quais foi
feita a cultura . ApoOs a remogdo do meio de cultura as ilhotas foram pré-incubadas
durante 60 min, em banho-maria a 37 °C e sob gaseamento constante com carbogénio,
em 1 ml de Krebs contendo 5,6 mM de glicose. Finda a pré-incubag#o, as ilhotas foram
incubadas durante 90 min, a 37 °C e sob gaseamento com carbogénio, em 1 ml de Krebs
contendo diferentes concentragdes de glicose e outros secretagogos, que serdo descritos
nos resultados. Apods a incubagdo os recipientes contendo as ithotas foram retirados do
banho e mantidos em geladeira a 4 = 1 °C, durante 15 min. A seguir, a solugdo de
incubag@o foi retirada isenta de ilhotas e armazenada a -20 °C para dosagem posterior da
secrecdo de insulina por radioimunoensaio. Aos pocinhos foi adicionado 1 ml de solugdo
acido-alcool, para extragdo do conteudo total de insulina das ilhotas. Os recipientes
foram mantidos durante 24 horas em geladeira e apds agitagdo da solugio contida nos
pocinhos, foram armazenados a - 20 °C para posterior dosagem de insulina. Neste caso,
devido ao numero de ithotas ser variavel a secregdo foi expressa em % do contetudo total

de insulina.
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3.11. Radioimunocensaio de Insulina (RIE)

A insulina secretada e o contedo total de insulina foram dosados de acordo com
o método descrito por HERBERT (1965) e SCOTT ef al (1981). Foram feitas as
diluigSes necessérias nas diferentes amostras para possibilitar a extrapolagiio de valores
desconhecidos, a partir de uma curva padrio. O quadro a seguir descreve os

componentes do ensaio:

Insulina (1) B Insulina (ul) Anticorpo
anti-insulina (ul)

Amostra 100 (desconhecido) 100 100
Totais 200
NSB 200

Referéncia 100 100

S, (0,020 ng/ml) 100 100 100

S, (0,039 ng/ml) 100 100 100

S; (0,078 ng/ml) 100 100 100

S4 (0,160 ng/mi) 100 100 100

S5 (0,310 ng/ml) 100 100 100

Se (0,630 ng/ml) 100 100 100

S, (1,250 ng/ml) 100 100 100

Sg (2,500 ng/ml) 100 100 100

S, (5,000 ng/mi) 100 100 100

As amostras (desconhecidos) foram preparadas em duplicata, e os outros

componentes do ensaio, em triplicata.
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Utilizou-se tampdo fosfato (pH 7.4) para o preparo de todas as solugdes;
dilui¢des das amostras, anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina radioativa. Além disto,
os tubos correspondentes ao NSB e referéncia receberam 100 pl adicionais de tampéo
fosfato.

A fungio de cada componente do ensaio é:

Totais: determinagdo da radioatividade maxima,

NSB (ligagdo inespecifica): determinagio de possiveis interferéncias por
componentes do tampao,

Referéncia: constituigdo do zero de insulina conhecida da curva padrio,

Si a So. curva padrio.

Feitas todas as pipetagem, os tubos foram agitados em vortex e mantidos durante
48 horas, a 4 °C. Apds o periodo de incubacio, com excegdo dos totais, todas as
condi¢Oes receberam 200 pl de uma solugio contendo 2,5% de carvio (Norit A), 0,5%
de albumina e 0,25% de dextran T 70. Os tubos foram mantidos durante 20 min, a 4 °C e
a seguir foram centrifugados durante 20 min, a 2800 rpm, a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e a radioatividade das amostras foi medida em contador y (Beckman Gamma
5500). O sobrenadante dos 3 tubos correspondentes aos totais, ndo foi descartado; de
maneira que todo o seu veolume foi utilizado para leitura da radioatividade. Por
intermédio dos valores obtidos nos tubos contendo concentragdes fixas de insulina,
elaborou-se uma curva padrio que possibilitou o conhecimento dos valores de insulina

contida nas amostras.
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3.12. Solucbes

3.12.1. Solu¢io de Hanks (HANKS & WALLACE, 1949 apud HERCHUELZ,
1980. Composigio idnica da solugio, em mM: Na', 141,5; K, 5,8; Ca’’, 1,3; Mg"',0,8;
CI, 143,6; HCOY, 4,2; HPO,”, 0,3; SO, 0,8; H,POy, 0,4)

Para 1 L de H,O desionizada;

NACL oo 8,000 g
Gl ettt 0,400 g
061751 & 2 o YOS 0,185 g
1 L6 T & 2 o SO 0200 g
NAHPO .. THaO.c.oo.. oot 0,087 g
KHoP O 0,060 g
NBHCOx. oo oo 0,350 g

Todos os sais, bem como a D-glicose e demais substancias adicionadas ao meio

de isolamento e/ou incubagfo possuiam grau analitico de pureza (P.A.).

3.12.2, Solucdo de Krebs-Ringer: (KREBS & HENSELEIT, 1932 apud
HERCHUELZ, 1980. Composigio ibnica da solugdo, em mM: Na”, 139; K", 5; Ca™, I;
Mg?, 1; CI, 123,6; HCO", 24)

Soluges individuais (para 1 L. de H,O desionizada):
Solugéo I:

NACH(0,46 M. oo oo 26,886 g
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Solucio II:

NaHCO3 (0,096 M).....ooooit oo 8,065 g

KCHO,02 M) oo 1,492 g

MgCly.6Hz0 (0,004 M)......ooo oo 0813 g
Solucio M

CaCl.2H;0 (0,004 Moo 0,588 ¢

No momento do uso, utilizou-se 25% (vol/vol) das solugdes L, 11, Il e
25% de H,O desionizada e acrescentou-se a solugdo, 2 mg/ml de albumina bovina fragdo

V.

3.12.3. Soluc¢io de Lantanio
Solugdo concentrada. ... 12,5 ml

Composta por (em g/250 ml):

NaCl...oocooiiiriiiiii 8,1232

KCL. 0,3503

CaClL.2H,0................ 0,3824

MgCh.6H0......o...... 0,3596
HoO destifada................................ SRRSO PUOURURRRRRPRU 37,5 mi
TRIS (2 amino-2-hidroximetilpropano 1-3 diol) - 5mM................ 34,0 mg
LaCliTHoO -4 mM.. .., 74,0 mg

O pH foi ajustado a 7,4 com HCI 0,1 N.
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3.12.4. Liquido de Cintilacio

TOIUENO (..o 70% (vol/vol)
Triton X 100 ou Tinovetin (agente tensoativo)..................... 30% (vol/vol)
Omunifluor (cintilador organico).............c.ocooiiii 400 mg/m}

3.12.5. Solugiio Acido-Alcool
HCT(12 N e 7.5 ml

B anOk. 492 5 ml

3.12.6. Tampdo Fosfato para RIE

Solugdo I concentrada: Na;HPO4 (200 mM)......oooiinii 28,4 g/l
Solugio IT concentrada: NaH;PO, HO (260 mM)..........oooo 35,8 g/l
Preparo: 161 mi da solugdo 1

39 ml da solugio 11
800 ml de H,O desionizada
0,1% de azide de Na’

3.12.7. Solu¢io de Inibidores de Proteases (SAMBROOK er af., 1989)

Tris (0,1 M) -HCI (10 mM)......cooooiiiii 1 ml
BT A e 1 mM
ANLIPAINGA. ...t 1-2 pg/ml
Pepstating A ... 1 pg/mi
Benzamidina...........c..oooii i I mM
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3.12.8. Gel de Empithamento
Tris-HCI (0,5 M: 3 g de Trizma base em S0 ml de H,O; pH 6,8)....... 1,2 mi

Protogel (30 g Acrilamida e 0,8 g Bis-acrilamida em 100 ml H,0)....0,7 mi

HyO desionizada. ... 3.1 ml
Solugdo de SDS 10% (0,1 g/ml HO) ... 50 pl
Persulfato de amdnio 10% (0,1 g/mide H;0)............................. 38 ul
Temed.......oooo 5 ul

3.12.9. Gel de Separacio

1,5 M Tris-HCI (9,08 g em 50 ml de H,O; pH 8,8).......... EUUTRUTO 2,5 ml
Protogel........oo 3,3 mi
HyO desionizada............... e, 4,2 mi
Solugdo de SDS 10% ... 100 pl
Persulfato de amonio 10%.............oooiiioiiee e 50 ul
Temed. ..., S5ul
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3.12.10. Solugio Salina Fosfato-Tamponada (PBS) - pH 7.4

N e 8g
KL e 02¢g
NazHPOu . 1,44 g
KHPOy. e 0,24 ¢
HaOdestlada........ocooooo e 1L

3.12.11. PBS-Leite

BB S 400 ml
Leite em po desnatado (4%).........ccooooiiiiii 16 g
Tween 20 (0,2%0). oo 0,8 ml
3.12.11. Tampio de Corrida (4x concentrado)
Trizma base (200 mM)...........ooo 24225 ¢g
Glicina (1,52 M) 144 g
EDTA (7,18 mM). ... 2675¢
SDS (0,4%)....o oo 4g
HyO destilada...........oo I L

pH 8,3
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3.12.13. Tampio de Transferéncia

Tris base (25 MM ). e 3,02g
Glicina (192 MMV 1441 g
Metanol (20%).......oooiii e 200 ml
SDIS (0,0250) .o 02¢g
HyO destilada..............oooi 1L
pH 8.3

3.13. Substiancias Radioativas

3.13.1. Anticorpos

“Rabbit Ig”: 'I-labeled whole antibody (from Donkey); 3,7 Mbq,
100 uCi; Amersham Life Science, n° cat.: IM 135.
“Mouse Ig”: ""I-labeled whole antibody (from Sheep); 3,7 Mbq,

100 pnCi; Amersham Life Science, n® cat.; IM 131.

3.13.2. Insulina

P*L.Insulina: Human Insulin, I'”labelled at tyrosine-A 14; 370 Kbgq, 10
uCi; Amersham Life Science, n° cat.: IM 166 ou Du Pont New Research Products,

Boston, USA, n® cat.; NEX-104,
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3.13.3. Raioisétopos
“*CaCly: Calcium-45 (Calcium choride in aqueous solution); 74 Mbq, 2
mCi; Amersham Life Science, n° cat.: CES 3 ou Du Pont New Research Products, n°
cat.: NEZ-013.
¥RbCI: Rubidium-86 (Rubidium choride in aqueous solution); 37 Mbq, 1
mCi; Amersham Life Science, n® cat.: RGS 2 ou Du Pont New Research Products, n°

cat.: NEZ-072.

3.14. Reagentes

Anticorpo anti-insulina de rato: Laboratorie de Medecine Experimentale,
Université Libre de Bruxelles, Bruxelles, Belgium; doado gentilmente pela Dra. V.
Leclercq e pelo Dr. W. J. Malaisse.

Prolactina: hormdnio altamente purificado, sem evidéncia de contaminagio por
outros polipeptideos hipofisarios, isolado pelo Dr. A. F. Parlow da Universidade de
Harbour, do Centro Médico Califérnia-Los Angeles; foi fornecido pelo Programa

Nacional Horménio e Pituitaria do NIDDK, USA.
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SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO, USA:

Acrilamida: Acrylamide 99,9 % - C3HsNO (n° cat.. A 9099)

Antipaina: Antipain Hydroch. from Microbial Source - C;7H44N100s (A6271)
Albumina bovina fraciio V: (A 7906)

Azide de Sodio: (5-2002)

Benzamidina: Benzamidine Hydrochoride - C-HgN,. HC1 (B 6506)
Bis-acrilamida: N,N’-Methylene-bis-acrylamide - C;H;oN,O, (M-7256)
Colagenase: Collagenase tipo V (C 9263)

Dextran: (D 8906)

EDTA: (Ethylenediaminetetraacetic acid) Disodium Salt Dihydrate (E 5134)
EGTA: (Ethylene glycol bis - B-aminoethyl ether) (E 4378)

Forbol 12,13-dibutirato: Phorbol 12,13-dibutyrato - CsHyeOs (P 1269)
Glicina: Glycine - C;HsNO, (G 4392)

HEPES: C3H,:N,O,S (H 0891)

Metanol: Methanol, CH:OH, Spectrophotometric Grade (M 3641)
Persulfato de aménio: Ammonium Persulfate - (NH4),S,05 (A 3678)
PMSF: Phenylmethylsulfonyl Fluoride - C;H,FO,S (P 7626)

RPMI-1640: (R1383)

Temed: N,N,N’ N’-Tetramethylethylenediamine - C¢HgN; (T 7024)

Tris: Trizma® Base, Tris [hydroxymethyl] amino-methane (T 6791)

Triton X 100: t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (X 100).
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BOEHRINGER Mannheim Corporation GmbH/W Germany/USA:

Aprotinina: Aprotinin (Trasylol) - aus Rinderlunge from bovine lung {236624)

Colagenase: Collagenase P - (1213 873)

Pepstatina A: Pepstatin A {(253286).

NOVO BIOLABS, Novo Research Institute, Bagsvaerd, Denmark:
Apretinina: Aprotinin Novo (7352700)

Insulina Padrio: Rat Insulin.

PFANSTIEHL Laboratories, Inc, Waukegan IL:

Carvioe Norit A: Activated charcol (decolorizing carbon) (N-102).

FLUKA Biochemika, Switzerland:
Arginina: L-Arginine [(+)-2-Amino-5-guanidino-pentanoic acid {11009)

Leucina: L-Leucine (61891).

BIO-RAD Laboratories, Richmond/Hercules, CA:
Bis-acrilamida: (161-0200)

SDS: Sodium dodecyl sulfate (161-0301).

Electrophoresis Grade, IGN, Schwarz/Mann Biotech, Cleveland, OH, USA:

Glicina: Glycine (808822).
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ALDRICH Chemical Company, Inc. Milwaukee, USA:

Carbamilcolina: Carbamylcholine chioride, 99 % (C 240-9).

DU PONT, Biotechnology Systems, Boston, Massachusetts, USA:

Omnifluor: (NEF-906).

RBI Research Biochemicals Inc., Natick, MA, USA:

Oxotremorina M: Oxotremorine M.

GIBCO BRL Life Technologics, Inc, NY, USA:

Penicilina-Estreptomicina: Penicillin Streptomicyn (15075-013).

CULTILAB Materiais para Cultara de Células, Campinas, SP, Brasil:
Penicilina-Estreptomicina
RPMI 1640

Soro Fetal Bovino.

COEMA Produtos Industriais e Tecnologia Ltda, SP, Brasil:

Finovetin

MERCK S.A. Inds. Quimicas, RJ, Brasil:

Tolueno

Material e Métodos

49



3.15. Analise Estatistica
A determinagio do grau de significincia entre os valores foi avaliada por meio da

aplicagdo do teste t de Student, admitindo-se como néo significativos valores de P < 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinac¢io da Viabilidade Celular pelo Teste de Exclusdo de Corante

Naiao foi observado acumulo de corante nas ilhotas pancreaticas cultivadas,

durante 7 ou 19 dias.

4.2. Imunohistoquimica das Proteinas de Membrana GLUT2 e GLUT1

Na fig 1 observamos um grupo de células B, obtidas de ilhotas adultas cultivadas
durante 2 dias e incubadas durante 1 hora, a 37 °C, em solugio de Krebs contendo 3 g/l
de glicose. A localizagiio imunohistoquimica ou seja, a coloragdo diferenciada ao redor
das células indica claramente a presenca do transportador de glicose do tipo GLUT2 nas
membranas citoplasmaticas. A fig 2 ilustra secgdes (3 um) de ilhotas adultas (obtidas
utilizando-se vibrotomo) apds cultura durante 3 h em meio contendo 1 (lado esquerdo)
ou 3 (lado direito) g/l de glicose. A expressdo do GLUT2 nas membranas € visivelmente
maior com alta concentragio de glicose.

A fig 3 representa ilhotas adultas cultivadas durante 7 dias na presenga de 2
ng/mi de PRL. As regides claras delimitadas ao redor das células indicam a presen¢a do
GLUT2Z2 nestas preparagdes.

Nas fig 4 e 5 estdo representadas respectivamente ilhotas neonatais cultivadas,
durante 7 dias, na auséncia ou presen¢a de PRL. Nas duas situa¢8es também é possivel
visualizar a marcagio do GLUT2 nas membranas celulares.

As figuras 6, 7 e 8, representamn a analise do GLUT1 em ilhotas adultas cultivadas
em presenca de PRL, ilhotas neonatais controle, e ilhotas neonatais tratadas com PRL,
respectivamente. Os 3 grupos foram incubados durante 3 h, a 37 °C, em solugio de
Krebs contendo 3 g/l de glicose. Nas 3 situagdes experimentais a colora¢io observada
ndo permite a localizagdo da proteina nas membranas citoplasmaticas, o marcador

apresenta-se espalhado indistintamente na superficie da ilhota pancreatica.
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FIGURA 1: GLUT2 em células B-pancreiticas de ratos adultos: Localizagdo

imunohistoquimica do transportador de glicose GLUT2, nas membranas citoplasmaticas
de ceélulas B pancreaticas, obtidas de ilhotas adultas cultivadas durante 2 dias e incubadas

durante 1 h, em solug@o de Krebs contendo 3 g/l de glicose.
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FIGURA 2: GLUT2 em membranas citoplasmiticas de ilhotas adultas: Localizacdo

imunohistoquimica do transportador de glicose GLUT2, nas membranas citoplasmaticas
de secgdes (vibrotomo) de ilhotas adultas, cultivadas durante 3 horas, em meio RPMI

1640 contendo 1 (lado esquerdo) ou 3 (lado direito) g/l de glicose.
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FIGURA 3: GLUT2 em ilhotas adultas: Localizagio imunchistoquimica do
transportador de glicose GLUT2, nas membranas citoplasmaticas de ilhota adulta

cultivada durante 7 dias, em presenca de 2 pg/ml de PRL.
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FIGURA 4: GLUT2 em ithota neonatal controle: Localizaciio imunohistoquimica do
transportador de glicose GLUT2, nas membranas citoplasmaticas de ilhota neonatal

cultivada durante 7 dias, em condigbes controle.
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FIGURA §: GLUT2 em ilhota neonatal tratada com PRI: Localizacio

imunohistoquimica do transportador de glicose GLUT2, nas membranas citoplasmaticas

de ilhota neonatal cultivada durante 7 dias, em presenga de 2 11g/ml de PRL.
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FIGURA 6: GLUT1 em ilhota adulta: Localizagio imunohistoquimica do
transportador de glicose GLUTI1, nas membranas citoplasmaticas de ilhota adulta,
cultivada durante 7 dias, e incubada durante 3 h, em solugio de Krebs contendo 3 g/l de

glicose.
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FIGURA 7: GLUT1 em ilhota neonatal: Localizagio imunohistoquimica do
transportador de glicose GLUT!, nas membranas citoplasmaticas de ilhota neonatal,
cultivada durante 7 dias e incubada durante 3 h, em solugdo de Krebs contendo 3 g/l de

glicose.
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FIGURA 8: GLUT1 em ilhota neonatal tratada com PRL: Localizagio
imunchistoquimica do transportador de glicose GLUT1, nas membranas citoplasmaticas
de ilhota neonatal, cultivada durante 7 dias, em presenca de 2 pg/ml de PRL e incubada

durante 3 h, em solugdo de Krebs contendo 3 g/l de glicose.
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4.3. “Western blot” da Proteina de Membrana GLUT2

Realizamos uma analise de “immunoblot” de ilhotas neonatais usando um
anticorpo especifico para o transportador de glicose GLUT2. Como pode ser visto na fig
9 este anticorpo marcou uma banda de 53 kDa correspondente ao GLUT2 em 5 situagdes
experimentais diferentes. O quadro a seguir representa os valores obtidos a partir da

leitura da radiagdo contida no papel de nitrocelulose.

Leitura da radiagdo do papel de nitrocelulose, apos “Western blot” para GLUT2:

Grupo cpm
Con_trole G 5,6 mM 155
PRL G 5,6 mM 270
Controle G 10 mM 294
PRL G 10 mM 734
Controle G 22 mM 1327

Por intermédio da fig 9 e dos valores acima, observamos que o tratamento com PRL ¢ a
elevacdo na concentragio de glicose, induziram aumentos marcantes no conteudo de
GLUT2 em ilhotas neonatais cultivadas. Comparando ilhotas controle e tratadas, em G
5,6 mM o aumento foi de 74% e, em G 10 mM foi de 149%. Expostas a uma
concentragdo muito elevada de glicose (22 mM), a expressdo do GLUT2 foi ainda maior;

entre ithotas controle, em G 10 mM e G 22 mM o aumento foi de 351%.
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FIGURA 9: Anilise por “Western blot” do efeito da PRL e da glicose, no GLUT2,

em ilhotas neonatais cultivadas: as ilhotas foram cultivadas durante 7 a 9 dias, em meio
de cultura (RPMI-1640 modificado) contendo concentragdes diferentes de glicose; na
auséncia ou presenga de 2 pg/ml of PRL. As proteinas (50 pg/pogo) dos varios grupos

foram analisadas por “immunoblot”, com antisoro especifico para GLUT2 (1:1000).
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4.4. Efluxo do Calcio

Na fig 10 observamos o efluxo fracional do Ca, em ilhotas cultivadas durante 7
dias e perfundidas durante 40 min por solugdo contendo 8,3 mM de glicose. As amostras
do efluente foram coletadas do 1° ao 40° min. O efluxo ndo diferiu entre ilhotas controle
e tratadas com PRL.

Na fig 11, observamos o efeito de 22 mM de glicose (intervalo 40-60 min) sobre
o efluxo fracional do “*Ca, em ilhotas cultivadas durante 7 dias. O aumento bifasico no
efluxo causado pelo secretagogo foi semelhante em ilhotas controle e tratadas com PRL.

O efeito de 22 mM de glicose sobre o efluxo do *Ca, em ilhotas cultivadas
durante 7 e 19 dias, e perfundidas por solu¢do na qual nfo se adicionou Ca®’, e
acrescentou-se 0,5 mM de EGTA, esta representado na fig 12. Em ilhotas cultivadas
durante 7 dias (fig 12A) observa-se que a elevagio na concentragdo de glicose de 2,8
para 22 mM (min 40) induziu redu¢do no efluxo do **Ca nos dois grupos experimentais,
embora este efeito tenha se manifestado mais rapidamente em ilhotas tratadas. Apds
cuftura durante 19 dias (fig 12B), o efeito da glicose em reduzir o efluxo do #Ca também
foi mais acentuado no grupo PRL. A comparag¢io das fig 12A e 12B, indica que o efeito
da glicose na redugio do efluxo do **Ca foi potencializado em ilhotas cultivadas durante
19 dias na presenga de PRL comparado a 7 dias em cultura.

Na fig 13A, observamos que apds 7 a 9 dias em cultura, o efeito da Leu
aumentando o efluxo fracional do **Ca foi maior no grupo tratado em relagiio ao controle
(comparando o intervalo 30-40 min ao 41-45 min; o aumento foi de 18% para o controle
e 81% para o tratado). A fig 13B mostra o mesmo efeito, potencializado apos 17 a 19
dias de tratamento hormonal (no mesmo intervalo acima, houve aumento de 22% para o

controle e 166% para o PRL).
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FIGURA 10: Efeito da glicose (8,3 mM) sobre o efluxo fracional do **Ca de ilhotas
neonatais cultivadas durante 7 a 9 dias, na auséncia (®) ou presenca (W) de PRL.

S3o indicadas as médias = EPM (n = 4).
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FIGURA 11: Efeito da glicose (22 mM) sobre o efluxo fracional do **Ca, em ilhotas
neonatais cultivadas durante 7 a 9 dias , na presenca (M) ou auséncia (@) de PRL.
Asilhotas foram perfundidas durante 70 min por solugdo contendo 1,0 mM de Ca*’ e
2.8 mM de G. No intervalo 40 a 60 min, a concentragio de G foi elevada para 22 mM.

Sio indicadas as médias + EPM (n = 6).
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FIGURA 12: Efeite de 22 mM de glicose (intervalo 40-70 min) sobre o efluxo
fracional do “*Ca, em ilhotas neonatais cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na
presenca (%) ou auséncia (@) de PRL. As ithotas foram perfundidas durante 70 min, por
solugdo sem acréscimo de Ca®’, contendo 0,5 mM de EGTA e 2.8 mM de G. Sdo

indicadas as médias + EPM (n = 4).
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FIGURA 13: Efeito da Leu (20 mM) sobre o efluxo fracional do **Ca, em ilhotas
neonatais cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na presenca (™) ou auséncia (®)
de PRL. As ilhotas foram perfundidas durante 70 min, por solugdo contendo 1,0 mM de
Ca®* e 2,8 mM de G. No intervalo 40-60 min, foi acrescentado 20 mM de Leu a solugio
perfusora. S&o indicadas as médias + EPM (n = 4).
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4.5, Captacio do Calcio

Ampalisamos o efeito de diferentes secretagogos sobre a captagiio do “'Ca, durante
5 (fig 14 e tab I) e 90 min {fig 15 e tab II), por ilhotas pancreaticas de ratos neonatais,
cultivadas durante 7 ¢ 19 dias, recebendo ou nio tratamento com PRI,

Apéds 7 dias em cultura a captagio do *Ca, durante 5 min (fig 14A ¢ tab 1), na
presenca de 2,8 mM de glicose, foi semelhante em ilhotas controle e tratadas com PRL,
atingindo respectivamente 1,61 + 0,07 e 1,65 + 0,05 pgfithota (n = 12 para ambas).
Glicose 22 mM, elevou-se significativamente a captagio para 3,62 + 0,17 pg/ilhota no
grupo controle e 3,75 + 0,16 pg/ithota no grupo PRL (n = 12), porém ndo houve
diferenga enire os dois grupos. Na presenga de 160 puM do agonista muscarinico
carbamilcolina (Cch), a captagfio foi de 1,73 + 0,03 e 1,73 + 0,04 pgfithota (n = 12), em
ilhotas controle e tratadas com PRL, respectivamente. A captacio estimulada por 20 mM
de arginina (Arg) foi 1,98 £ 0,03 pg/ithota no grupe controle e 2,02 + 0,05 pg/ilhota no
grupo PRL (n = 12, em ambos). Na presenca de 20 mM de leucina (Leu), a captacio foi
de 1,89 = 0,04 ¢ 1,90 £ 0,03 pg/ilhota (n = 12), em ilhotas controle e tratadas com PRL,
respectivamente.

Apds 19 dias em cultura, a captagio do “Ca, durante 5 min (fg 148 ¢ tab 1) foi
maior (p < 0,05) em ilhotas tratadas com PRL em relagio as controle em todas as
situagOes expenimentais. Na presenga de 2,8 mM de glicose, atingiu 1,26 + 0,02 pg/ithota
{n = 31) em ilhotas controle ¢ 1,56 £ 0,04 (n = 16) pgfithota em ilbotas tratadas. Glicose
22 mM, elevou a captagio para 2,69 = 0,08 pg/ilhota no grupo controle (n = 39) e 3,61 +
0,08 pg/ilhota no grupo PRL (n= 15} Na presenca de 100 uM de Cch, a captagio foi de
2,05 £ 6,06 (n= 23) e 2,53 + 0,05 (n = 33) pgfilhota, em ithotas controle e tratadas com
PRL, respectivamente. A captagio estimulada por 20 mM de Arg foi 3,29 + 0,10
pg/ithota no grupo controle (n = 18) e 4,57 + 0,17 pg/fithota no grupo PRL (n = 20). Na
presenga de 20 mM de Leu, a captacfo foi 3,05+ 0,06 (n=25) e 3,61 £ 0,04 (n = 29)

pg/ilhota, em ilhotas controle e tratadas com PRL, respectivamente.
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Apos 7 dias em cultura a captagio do #Ca, durante 90 min (fig 15A e tab II), na
presenca de 2,8 mM de glicose, foi semelhante em ilhotas controle e tratadas com PRL,
atingindo respectivamente 1,94 + 0,10 (n = 24) e 1,97 + 0,10 (n = 18) pg/ilhota. A -
captacdo estimulada por 22 mM de glicose, elevou-se significativamente para 3,45 £ 0,19
pg/ilhota no grupo controle (n = 23) e 3,47 + 0,23 pgfilhota no grupo PRL (n = 26),
porém ndo diferiu entre os dois grupos. Na presen¢a de 100 pM de Cch, a captagio foi
de2,11 £0,13 (n=17)e 2,12 £ 0,11 (n = 29) pg/ilhota, em ilhotas controle e tratadas
com PRL, respectivamente. A captagio estimulada por 20 mM de Arg foi 2,14 £+ 0,14
pg/ilhota no grupo controle (n = 19) e 2,20 + 0,12 pgfilhota no grupo PRL (n = 21). Na
presenga de 20 mM de Leu, a captagio foi de 2,26 £ 0,14 (n = 30) € 2,59 £ 0,14 (n = 18)
pgfithota, em ithotas controle e tratadas com PRL, respectivamente.

Apods 19 dias em cultura a captagio do **Ca, durante 90 min (fig 15B e tab IT), na
presenca de 2,8 mM de glicose, foi semelhante em ithotas controle e tratadas com PRL,
atingindo respectivamente 3,96 + 0,19 (n = 20) e 4,27 £ 0,18 (n = 29) pg/ilhota. Glicose
22 mM elevou a captagdo para 5,94 + 0,26 (n = 20) pg/ithota no grupo controle e 7,60 +
0,45 (n = 21) pgfilhota no grupo PRL (p < 0,05). Na presenca de 100 uM de Cch, a
captagdo foi de 4,87 £ 0,21 (n=17) e 6,77 £ 0,19 (n = 34) pg/ilhota, em ilhotas controle
e tratadas com PRL, respectivamente (p < 0,05). A captagio estimulada por 20 mM de
Arg ndo diferiu entre os grupos, sendo 4,80 + 0,27 pg/ithota no grupo controle (n = 21} e
4,94 + 0,25 pg/ithota no grupo PRL (n = 24). Na presenca de 20 mM de Leu, a captacio
foi maior em ilhotas tratadas em relagdo as controle (p < 0,05), atingindo respectivamente
8,45+ 0,33 (n=16) e 9,76 + 0,38 (n = 34) pg/ilhota.

Em sintese, portanto, em ilhotas neonatais cuitivadas durante 7 dias, a captacao
do #Ca estimulada por 22 mM de glicose, 100 uM de Cch, 20 mM de Arg ou 20 mM de
Leu, durante 5 (fig 14A e tab 1) ou 90 min (fig 15A e tab II), ndo diferiu entre ilhotas
controle e tratadas com PRL. Por outro lado, apds 19 dias de tratamento hormonal, a
captagio do ¥’Ca durante 90 min, estimulada por 22 mM de glicose, 100 pM de Cch ou

20 mM de Leu, foi maior no grupo PRL. Ndo houve diferenca apenas na captagio
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estimulada por 20 mM de Arg (fig 15B e tab II). Contudo apos 19 dias em cultura, a
captagdo durante 5 min foi maior em ilhotas tratadas com PRI, em todas as situagdes
experimentais; glicose 22 mM, Cch 100 pM, Leu 20 mM e também Arg 20 mM (fig 14B
e tab I).
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FIGURA 14: Efeito da glicose (22 mM), Cch (100 uM), Arg (20 mM) e Leu (20
mM), sobre a captaciio do **Ca, durante 5 min, por ilhotas neonatais mantidas em
cultura, durante 7 {(A) on 19 (B) dias, na auséncia ou presen¢a de PRL. Sdo
indicadas as médias + EPM (n = 12 a 39). * Significativamente diferente (p < 0,05) de

seu respectivo grupo controle.
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FIGURA 15; Efeito da glicose (22 mM), Cch (100 pM), Arg (20 mM) e Leu (20
mM), sobre a captacio do 5 Ca, durante 90 min, por ilhotas neonatais mantidas em
cultura, durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na auséncia ou presenca de PRL. Sdo
indicadas as médias + EPM (n= 14 a 36). * Significativamente diferente (p < 0,05) de

seu respectivo grupo controle.
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4.6. Conteado Total de Insulina

O contetdo total de insulina foi 24,4 + 2,0 ngfithota no grupo controle e 34,3 =+

3,5 ng/ilhota no grupo tratado com PRL (p < 0,05, n =6 em ambos 0s casos).
4.7. Secre¢io Dinimica de Insulina

A fig 16 ilustra o efeito da glicose e do agonista muscarinico, oxotremorina-M
(ox0-M), sobre a secrego de insulina por ilhotas obtidas de ratos de 1 e 7 dias de idade.
As ilhotas foram isoladas e cultivadas durante uma noite, em meio sem PRI.. A
concentragio de glicose da solugio perfusora foi 1,8 mM do 1° ao 44° min, Em ithotas
obtidas de ratos com 7 dias de vida, a secregdo de insulina apresentou padrdo de
resposta bifasica ap6s o aumento na concentragio de glicose de 1,8 para 16,7 mM (min
44). Por outro lado, em ilhotas obtidas de ratos com 1 dia de vida, a resposta secretdria a
16,7 mM de glicose foi pequena. Comparando a secre¢io no min 49 em relagdo ao basal
(min 35 a 44), o aumento induzido pela glicose foi de 120% em ilhotas de 7 dias e 30%
em ilhotas de 1 dia (p < 0,05). Em ilhotas obtidas de ratos com 7 dias de vida, a adig@o
de 0x0-M (min 64) induziu um aumento significativo e transitorio na secregiio. Porém,
em ilhotas obtidas de ratos de 1 dia de vida, a combinagio de glicose e oxo-M provocou
apenas um aumento reduzido na secregdo de insulina. Comparando o valor maximo de
secrecio em relagiio ao basal (min 55 a 64), o aumento induzido pela Oxo-M foi de
140% (min 66) em ilhotas de 7 dias € 80% (min 68) em ilhotas de 1 dia (p < 0,05).

A figura 17 ilustra o efeito de 16,7 mM de glicose na secre¢do de insulina por
ilhotas obtidas de ratos de 1 dia de vida, apés cultura durante 7 a 9 dias, na presenga ou
nio de PRL. Apos 7 dias em cultura, a secregio de insulina aumentou significativamente
em ilhotas neonatais controle e tratadas com PRL, em resposta a 16,7 mM de glicose.
Além disso, em ilhotas tratadas com PRL, a resposta inicial a glicose foi maior quando
comparada a de ilhotas controle. Em relagdo a secre¢io basal (intervalo 40-44 min), o

aumento médio no intervalo 45-54 min foi de 27% em ithotas controle e 55% em ilhotas
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tratadas com PRL (p < 0,05). No intervalo 55 a 64 min nio houve diferenga na secrecao
entre os dois grupos. Portanto, a PRL causou elevagio na 1° fase de secregdo de insulina.
Comparando os intervalos 45 a 64 min, das fig 16 e 17, observamos que ilhotas de 1 dia
de vida, cultivadas durante 7 dias, mesmo na auséncia de PRL, j4 demonstram maturagao
da resposta secretoria a glicose.

Em ilhotas neonatais cultivadas durante 7 dias, oxo-M induziu uma liberagdo de
insulina monofasica na presenga de 8,3 mM de glicose e bifasica na presenca de 16,7 mM
(figura 18A e 18B). Estas respostas néo foram alteradas pelo tratamento com PRL. Por
outro lado, o ativador da proteina quinase C, forbol 12,13-dibutirato, na presenga de 8,3
mM de glicose, induziu um aumento significante e duradouro na secregdo de insulina em
ithotas tratadas com PRL, mas ndo afetou a secregdo em ilhotas controle (figura 18C).
Frente a 16,7 mM de glicose, a adigdo de forbol 12,13 dibutirato induziu uma resposta
secretoria bifasica nos dois grupos; contudo a magnitude da resposta foi maior em ilhotas

tratadas com PRI comparadas as controle (figura 18D).
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FIGURA 16: Efeito da glicose (16,7 mM) e da oxo-M (100 L M), sobre a secrecio de
insulina por ilhotas de ratos de 1 () e 7 (o) dias de vida, mantidas em cultura
durante 24 horas. As ilhotas foram perfundidas durante 86 min e as amostras de solugdo
perfusora foram coletadas a intervalos regulares de 30 seg. Na figura estio representados
os valores de secreg@o obtidos em alguns pontos. A solugdo perfusora conteve 1,8 mM
de G do inicio até o 45° min de perfusio, quando a concentragio de G foi aumentada
para 16,7 mM, Como indicado na figura, a oxo-M foi adicionada no min 64, na presenga
de 16,7 mM de G. Grupos de 150 ilhotas foram perfundidas em cada experimento. Os

valores representam a média = EPM de 4 experimentos.
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FIGURA 17: Efeito da glicose (16,7 mM) sobre a secreciio de insulina, por ilhotas
de ratos de 1 dia de vida, cultivadas durante 7 dias, na presenca () ou auséncia (0)
de 2 pug/ml de PRL. As ilhotas foram perfundidas durante 86 min e as amostras de
solugio perfusora foram coletadas a intervalos regulares de 30 seg. Na figura estdo
representados os valores de secrec@o obtidos em alguns pontos. A solugio perfusora
conteve 1,8 mM de G durante toda perfusdo, exceto no intervalo 45-64 min, quando a

concentragao de G foi elevada para 16,7 mM. Os valores sdo a média + EPM (n = 4).
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FIGURA 18: Efeito de 100 pM de oxo-M (A e B) e 0,1 uM de forbol 12,13-
dibutirato (C e D), sobre a secrecfio de insulina, por ilhotas neonatais controle (o) ¢
tratadas com PRL (). As ilhotas foram perfundidas durante 86 min e as amostras de
solugdo perfusora foram coletadas a intervalos regulares de 30 seg. Na figura estdo
representados os valores de secre¢do obtidos em alguns pontos. Em todos os
experimentos, as ilhotas foram perfundidas do inicio da perﬁxséo— até o min 45, com
solugdo contendo 1,8 mM de G. No min 45, a concentracdo de G for elevada para 83
mM (painéis da esquerda) e para 16,7 mM (painéis da direita). As escalas verticais para A

e C diferem das de B e D. Os valores sio a média £ EPM (n = 4).
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4.8. Secrecio Estatica de Insulina

Foi analisado o efeito de diferentes secretagogos na secrecdo estatica de insulina,
em ilhotas pancreaticas de ratos neonatais, cultivadas durante 7 e 19 dias (fig 19 e tab
111}, tratadas ou nio com PRL.

Apo6s 7 dias em cultura (fig 19A e tab II), a secre¢dio basal de insulina (2,8 mM
de glicose) foi semelhante em ilhotas controle e tratadas com PRL, atingindo
respectivamente 1,84 + 0,06 e 2,08 £ 0,06% do conteido total de insulina por ilhota (n =
21 para ambas). Quando estimulada por 5,6 mM de glicose, a percentagem de secrecdo
foi 1,38 * 0,15 no grupo controle e 2,43 + 0,16 no grupo PRL (n =12, p < 0,05). Em
presenca de 22 mM de glicose, ilhotas controle secretaram 3,09 +0,21% ( 1,7 vezes
acima do basal) enquanto ithotas tratadas com PRL secretaram 4,31 £ 0,24% (2,1 vezes
acima do basal, n = 21, p < 0,05). Em presenga de 100 uM de Cch e 5,6 mM de glicose,
o grupe controle secretou 3,67 £ 0,24% (2,0 vezes acima do basal) enquanto o grupo
PRL secretou 5,05 +0,31% (2,4 vezes acima do basal, n =12, p <0,05). Em presencga de
20 mM de Leu e 2,8 mM de glicose, a percentagem de secre¢do foi 4,42 = 0,23 para o
controle (2,4 vezes acima do basal) e 6,91 + 0,21 para o grupo PRL (3,3 vezes acima do
basal; n = 21, p < 0,05). A percentagem de secre¢do estimulada por 20 mM de Arge 2,8
mM de glicose foi 4,63 + 0,17 (2,5 vezes acima do basal) e 7,45 = 0,19 (3,6 vezes acima
do basal, n= 21, p <0,05), respectivamente para ilhotas controle e tratadas.

Apos 19 dias em cultura (fig 19B e tab III), quando estimulada por 2,8 mM de
glicose, a secre¢fio basal em ilhotas controle e tratadas com PRL, foi semelhante,
atingindo respectivamente 1,17 £ 0,05 e 1,23 + 0,05% do contelido total de insulina por
ilhota (n = 18 para ambas). Estimulada por 5,6 mM de glicose, a percentagem de
secreclio foi 2,10 + 0,10 no grupo controle (1,8 vezes acima do basal) € 4,70 = 0,50 no
grupo PRL (3,8 vezes acima do basal; n = 12; p < 0,05). Em presenga de 22 mM de
glicose, ilhotas controle secretaram 2,69 + 0,28% ( 2,3 vezes acima do basal) enquanto

ilhotas tratadas com PRL secretaram 7,50 =+ 0,60% (6,1 vezes acima do basal;n= 12, p <
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0,05). Estimulado por 100 uM de Cch e 5,6 mM de glicose, o grupo controle secretou
2,25 + 0,23% (1,9 vezes acima do basal) enquanto o grupo PRL secretou 2,90 + 0,10%
(2,3 vezes acima do basal, n = 12, p < 0,05). Em presenca de 20 mM de Leu ¢ 2,8 mM de
glicose, a percentagem de secre¢do foi 8,51 + 0,23 para o controle (7,3 vezes acima do
basal) e 9,85 + 0,41 para o grupo PRL (8,0 vezes acima do basal, n = 21, p < 0,05). A
percentagem de secre¢do estimulada por 20 mM de Arg e 2,8 mM de glicose foi 7,29 £
0,28 (6,2 vezes acima do basal) e 8,61 * 0,44 (7,0 vezes acima do basal, n = 18, p <
0,05), respectivamente para ilhotas controle e tratadas.

O efeito exclusivo do tempo de cultura (fig 20A) ndo elevou a resposta secretoria
4 2.8 e 22 mM de glicose, ocorrendo aumento apenas em G 5,6 mM. A secregio
estimulada por 100 uM de Cch foi menor ap6s 19 dias de cultura. Arg (20 mM) e Leu
(20 mM) aumentaram a secre¢do em ithotas cultivadas por periodo de tempo prolongado.
O efeito do tratamento com PRL revelou um aumento temporal significativo na resposta
secretoria a glicose (5,6 e 22 mM). Na presenga de G 2,8 mM e Cch 100 pM, a secregéo
apos 19 dias de tratamento hormonal foi menor em relagdo a 7 dias. A resposta secretoria
a Arg e Leu foi maior apds 19 dias de tratamento com PRL, embora tenha sido bastante
elevada apos 7 dias.

Em sintese, apos 7 dias em cultura, a secregdo de insulina estimulada por 5,6 ¢ 22
mM de glicose; 100 uM de Cch; 20 mM de Leu e 20 mM de Arg; foi maior em ilhotas
tratadas com PRL em rela¢io aos controle. A resposta secretdria aos mesmos agentes,
também foi maior em ilhotas tratadas com o hormdnio durante 19 dias em relagdo aos
respectivos controle (fig 19A e 19B e tabela III). A analise da percentagem de aumento
em relagdo ao basal, mostrou que a elevag3o na secrecdo de insulina foi proporcional ao
tempo de tratamento hormonal. Por intermédio da fig 20B, observamos ainda que o
efeito temporal da PRL na secre¢do, foi mais acentuado em resposta a estimulagdo com

glicose.
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Secregdo de Insulina
(% do contetido total)

G (mM) 2.8 5.6 22 56 2.8 2.8
Cch (uM) - - - 100 - -
Arg (mM) - - - - 20 -
Leu (mM) - - - - - 20

FIGURA 19: Efeito de diferentes estimuladores da secrecio de insulina, durante 90
min, em ilhotas neonatais, cultivadas durante 7 (A) ou 19 (B) dias, na auséncia ou
presenca de 2 pg/ml de PRL. Sdo indicadas as médias + EPM (n = 12 a 21). *

Significativamente diferente (p < 0,05) de seu respectivo grupo controle.
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1T A [ C 7 dias
C 19 dias

Secregdo de Insulina
(% do contetdo total)
o

104

Secre¢io de Insulina
(%o do contetdo total)

FIGURA 20: Efeito do tempo de cultura (A) e de tratamento com PRL (B), sobre a
secreciio de insulina estimulada por diferentes agentes, em ilhotas neonatais de
ratos. Sdo indicadas as médias + EPM (n = 12 a 21). * Significativamente diferente (p <

0,05) do seu respectivo grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Durante a fase de vida perinatal, ocorre um processo de maturagdo da resposta
secretoria de insulina nas células B-pancreaticas, que adquirem progressivamente um
padrio funcional tipico de ilhotas adultas (HOLE ef al., 1988). A compreensdo das
diferentes etapas de maturagdo e dos fatores que controlam esse processo, reveste-se de
grande importincia; pois os estudos da manisfestagdo da sensibilidade a glicose durante a
fase perinatal, podem contribuir para o esclarecimento do processo complexo, implicito
na resposta secretéria bifasica do adulto. Além disso, também podem fornecer subsidios
para o entendimento do crescimento e desenvolvimento fetal; pois existem relatos de que
a insulina é um regulador importante desses eventos (MARTIN ef al., 1984). Ressalta-se
ainda a importincia destes estudos, devido as similaridades entre as células B-
pancreaticas fetais e neonatais e as células B adultas em alguns tipos de diabetes
(WELSH et al., 1987). Assim, o conhecimento do mecanismo de maturagdo da secregdo
de insulina, pode contribuir para a compreensfo da degeneragio da sensibilidade a glicose
que ocorre no diabetes tipo Il (WARD et al., 1984; KAHN & PORTE, 1988; LEAHY,
1990) e no diabetes da fase senil (ELAHI er al., 1985, AMMON et al., 1987, REAVEN
etal., 1987).

Em ratos, a resposta secretOria imatura observada durante o periodo fetal, €
rapidamente convertida a uma resposta adulta, poucos dias apoés o nascimento
(HELLERSTROM & SWENNE, 1991). Acredita-se que na fase perinatal, a resposta

secretoria diminuida deva-se a uma falha no acoplamento entre a estimulagio pela glicose e a
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despolarizagio da membrana, resultando na abertura de um niimero insuficiente de canais de
Ca® voltagem-sensiveis, e num aumento inadequado na concentragdo do Ca”* citosolico
(BOSCHERO ef al., 1992a; BLACK et al., 1994). Estas caracteristicas das ilhotas fetais e
neonatais com menos de 3 dias, ndo representam defeitos nos canais de K' sensiveis ao ATP
ou nos canais de Ca®* sensiveis & voltagem (RORSMAN ef al., 1989);, mas provavelmente
relacionem-se a uma imaturidade mitocondrial (BOSCHERO ef al, 1990). Segundo
BOSCHERO ef al. (1990), ilhotas neonatais incubadas em presenga de baixas concentragOes
de glicose ou Leu, produzem maior quantidade de ATP em relacdo a ilhotas adultas.
Entretanto, a porcentagem de aumento na produgio de ATP quando eleva-se a concentragao
dos substratos, é menor em ilhotas neonatais.

Entre os diversos fatores e hormonios, responsaveis pela maturagdo da célula B-
pancreatica na fase perinatal do desenvolvimento, o lactogénio PRL parece exercer um
papel relevante.

Durante a prenhez, a PRL também induz mudangas adaptativas na célula B-
pancreatica, importantes para manutengdo da normoglicemia materna (GREEN ef al.,
1973; BONE & TAYLOR, 1976; SORENSON & PARSONS, 1985, BRELJE &
SORENSON, 1991; BRELIJE ef al, 1989; GREEN et al., 1978; PARSONS et al., 1992,
SHERIDAN et al., 1988). Além disso, sabe-se que a adaptagdo das ilhotas & prenhez
ocorre a longo prazo (PARSONS ef al., 1992). Neste aspecto, também ja observou-se
que o tratamento “in vivo” de ratas adultas com PRL durante 4 dias induz mudangas tais
como; diminuigio no limiar de estimulagdo a glicose, aumento na secregdo de insulina e

aumento no acoplamento intercelular (SORENSON et al, 1987b). Na ilhota pancreética,
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a agdo da PRL “in vivo”, também parece ser tempo-dependente, pelo fato de que os
PRLr necessitam passar por um processo regulatorio (“up-regulation™) para obtengdo de
uma resposta maxima (MOLDRUP ef al., 1993, SORENSON & STOUT, 1995).

A expressio ampla dos PRLr nos tecidos fetais de ratos ¢ a indugdo da expressdo
do receptor no final da gestagio, implicam em diversas fungBes para oS hormoénios
lactogénicos no desenvolvimento fetal e neonatal (ROYSTER et al., 1995, FREEMARK
et al., 1995). Intimeras outras premissas indicam a participagdo da PRL no processo de
maturacdo da resposta secretoria das células B-pancreaticas no periodo de vida perinatal.
Estudos “in vitro” demonstram que a PRL aumenta a sintese de insulina (NIELSEN,
1982; BRELIE ef al., 1989), diminui o limiar de estimulagdo a glicose (BRELJE &
SORENSON, 1988); aumenta a secregio de insulina (BRELIE ef al., 1993); aumenta o
acoplamento entre as células B de uma ilhota (MICHAELS ef al, 1987), aumenta a
oxidacdo da glicose (BRELIJE er al., 1989); estimula a incorporagio de [’H]-timidina
(NIELSEN et al., 1986), promove a proliferagio de células B e aumenta o volume da
ithota (PARSONS ef al., 1995); aumenta o namero e/ou atividade dos canais de K'-ATP
dependentes (BOSCHERO ef al., 1993a); aumenta o conteddo do GLUT2
(MAZANCOURT ef al., 1994, WEINHAUS ef al., 1996) e aumenta a atividade da
glicoquinase (WEINHAUS er al., 1996).

O presente trabalho tem como proposigdo aprofundar o conhecimento do
mecanismo de maturagio da célula B-pancreatica, analisando principalmente o efeito do
tempo de cultura e do tempo de tratamento com PRL, sobre a permeabilidade ao Ca’ ea

secregdo de insulina.
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Cabe lembrar que inimeras etapas estdo envolvidas no acoplamento do estimulo a
secrecdo de insulina. Apos o transporte da glicose para o citoplasma da célula B-
pancreatica, mediado por transportador especifico, a etapa inicial na cascata de eventos
necessarios para o acoplamento do estimulo a secrecio de insulina, € a metabolizagio do
agtcar para formagdo do ATP (SENER & MALAISSE, 1984, MALAISSE ef al., 1984).
O aumento na relagio ATP/ADP intracelular, induz um bloqueio dos canais de K
metabolicamente regulados ou ATP-sensiveis. Em consequéncia ao fechamento dos
canais de K', ocorre retengdo do ion e despolarizagdo da membrana de célula B-
pancreatica (BOSCHERO et al,, 1977, BOSCHERO & MALAISSE, 1979, COOK &
HALES, 1984). Esta despolarizagdo ativa canais de Ca* voltagem-sensiveis
(WOLLHEIM & SHARP, 1981, HENQUIN & MEISSNER, 1984} levando a um
aumento na troca do cation intra e extracelular e a um aumento na concentragio do Ca™
citosolico livre (MALAISSE ef al, 1978; PRENTKY & WOLLHEIM, 1984,
ARKHAMMAR et al., 1987). O Ca®", por sua vez, ativa o sistema efetor composto por
microtibulos e microfilamentos (HARRISON er o/, 1984; HOWELL & TYHURST,
1984), o qual promove a extrusdo dos granulos de insulina (HOWELL & TYHURST,
1984; HUTTON, 1984).

Portanto, o primeiro passo na secregdo de insulina induzida pela glicose, é a
entrada da hexose na célula B, mediada pelo transportador de glicose facilitador do
subtipo GLUT2, uma proteina integral da membrana plasmatica (THORENS, 1992 apud
HEIMBERG et al, 1995). Alguns autores relacionam alteragdes na expressdo do

GLUT2 a deficiéncias na resposta secretoria a glicose, em ratos portadores de diabetes
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melito ndo-insulino-dependentes ou NIDDM e modelos de diabetes melito insulino-
dependentes ou IDDM (JOHNSON et al., 1990; UNGER, 1991). Além disso, em
diferentes linhagens de células tumorais; tais como células B-TC, HIT e RIN, que
apresentam respostas anormais a glicose; foram encontradas quantidades reduzidas de
GLUT?2, comparadas a células B controle (BRANT et al., 1992). Segundo estes autores,
em células HIT, o nivel elevado de GLUT1 (com um menor Ky para o transporte da
hexose que o GLUT2), poderia contribuir para a resposta secretOria anormal a
concentragdes baixas de glicose.

A presenga do GLUT2 em ilhotas neonatais, controle e tratadas com PRL, esta
demonstrada por imunocitoquimica nas fig 4 e 5. Nossos resultados, sustentados por
dados da literatura (MAZANCOURT et al, 1994, WEINHAUS ef al, 1996),
demonstram que o tratamento com PRL aumenta o conteiido de GLUT2 em membranas
de ilhotas de ratos neonatais. Confirmamos ainda o aumento na expressdo desta proteina
em ilhotas cultivadas em presenga de alta concentragio de glicose (fig 9). Neste sentido,
a expressdo do GLUT2 em ithotas adultas (fig 1 e 3), também ¢ modulada pela presenga
de glicose (fig 3).

Devido aos relatos anteriormente citados de que células tumorais apresentam
niveis elevados de GLUT1 e secregido de insulina alterada, analisamos sua expressdo em
células neonatais. Embora saiba-se que o GLUT1 é um transportador presente em niveis
elevados em eritrocitos, células endoteliais dos vasos sanguineos e da barreira
hematoencefalica; quantidades menores também sdo encontradas em muitos outros

tecidos (FLIER et al., 1987, FUKUMOTO et al., 1988). Neste caso, ao contrario do
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GLUT?2, ndo houve um delineamento nitido do GLUT1 nas membranas citoplasmaticas
das células B adultas (fig 6) ou neonatais (fig 7 ¢ 8). Tanto a glicose quanto a PRL ndo
promovem.alteragao na sua expressdo. Curiosamente, em ilhota adulta também pode ser
notada a presenca do GLUT1 e GLUTZ, em estruturas perinucleares (fig 3 e 6), cujo
significado funcional ndo foi descrito até o presente momento.

Como citado anteriormente, apds o transporte da glicose, sua metaboliza¢do
altera a relagio ATP/ADP e consequentemente bloqueia os canais de K' sensiveis ao
nucleotideo, resultando na despolarizagio celular. Em células B fetais e neonatais,
demonstrou-se a presenca dos canais de K* modulados pelo ATP (COOK et al., 1986;
RORSMAN ef al, 1989); funcionalmente semelhantes aos de células B adultas
(ARKHAMMAR et al., 1987, DUNE & PETERSEN, 1986). Diante da existéncia destes
canais , ja operantes nas células B fetais e neonatais, foi proposto que a resposta
secretoria “imatura” poderia relacionar-se 3 deficiéncia na produgio do sinal metabolico
apropriado para modulagdo da atividade do canal (FREINKEL ef al., 1984, RORSMAN
et al., 1989; BOSCHERO ef al., 1992b). Contudo, ilhotas neonatais mantidas em cultura,
apresentam um efluxo do %Rb" na auséncia de glicose, reduzido em relagdo a ilhotas
adultas; o que sugere uma menor densidade ou um comportamento alterado dos canais de
K modulados pelo ATP (BOSCHERO ef al., 1988). Neste aspecto, o fato do tratamento
de ilhotas neonatais com PRL induzir uma resposta mais efetiva sobre o bloqueio da
permeabilidade ao K', frente a variagdes na concentragdo de glicose, indica um possivel

efeito direto do hormdnio na densidade ou na sensibilidade dos canais de K’ sensiveis ao
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ATP, ou ainda um efeito indireto, consequente a maturagdo das vias oxidativas da glicose
(CREPALDI, 1991; BOSCHERO ef al., 1993a).

Na sequéncia do acoplamento estimulo-secregao, a despolarizagio da membrana
da célula B ativa a permeabilidade ao Ca’ sensivel a voltagem. Portanto, como a
secregdo de insulina depende de um aumento adequado na concentragio de Ca”™
citosolico livre (ROJAS et al, 1994) passamos a analisar os possiveis beneficios do
tratamento com PRL nos fluxos de Ca®'. A presenga dos canais de Ca®" modulados por
voltagem foi demonstrada em pancreas fetal de rato (HOLE et al., 1988; RORSMAN,
1989; BOSCHERO e! al., 1992a), e péncreas fetal humano (TUCH et al., 1990).
Resultados referentes 4 dependéncia da entrada de Ca®', através dos canais sensiveis a
voltagem, para o mecanismo secretorio em células B fetais e neonatais sdo conflitantes.
Por um lado, em ilhotas fetais, a secregio de insulina induzida por concentragbes
despolarizantes de KCl, ¢ inibibida pelo bloqueador de canal Ca® voltagem-dependente,
verapamil (HOLE e al., 1988), e em ilhotas neonatais, a secrecio de insulina estimulada
por glicose, é inibida pela nifedipine (BOSCHERO et al., 1988); o que confirma a
presenca dos canais. Por outro lado, em ilhotas fetais a glicose ndo pode estimular o
influxo de Ca®>" (AMMON ef al., 1985; AMMON et al., 1989) e a secregio de insulina
estimulada pela mesma hexose ¢ insensivel ao verapamil (HOLE ef al., 1988). Em nosso
modelo neonatal, o tratamento com PRL durante 7 dias parece ndo alterar a sensibilidade
aos estimulos da permeabilidade ao Ca™; pois o efluxo do ion em presenca de 8,3 e 22
mM de glicose (fig 10 e 11), ndo diferiu entre os grupos controle e tratado. Por outro

1t 45 A s ;s
lado, a andlise do efluxo do ""Ca na auséncia de Ca”" e presenga de um quelante do cation
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(condigd@o em que se remove O mecanismo de troca *°Ca x ¥Ca, e o efluxo representa
principalmente a capacidade da glicose em reter 45Ca%" no interior das células), demonstra
uma maior capacidade de redug¢o no efluxo do fon, em ithotas cultivadas em presenga de
PRL (fig 10). Efeito este, mais mais acentuado em ilhotas tratada com PRL durante 19
dias (fig 10b). Em concordancia com estes resultados, Leu em presenca de Ca® externo
também induziu um efeito maior no efluxo do *Ca’’, em ilhotas tratadas com PRL em
relagdo as controle; sendo o mesmo potencializado apos 19 dias (fig 13).

Dando continuidade a esta analise, realizamos medidas da captagio do Bca*, em
ilhotas incubadas durante 5 ou 90 mim, o que reflete respectivamente o influxo e a
capacidade de retengdo do cition. Confirmando e ampliando dados da literatura
(BOSCHERQO ef al., 1993a), a captagdo do BCa¥ durante 5 ou 90 min, induzida por
glicose, Cch, Leu e Arg, nio diferiu entre ilhotas controle e tratadas com PRL durante 7
dias (fig 14A e 15A, Tab I e II). Contudo, a captagio do BCa” dufante 5 ou 90 min,
registrada apos 19 dias de cultura foi maior em ilhotas tratadas em relagdo as controle,
em todas as condigdes experimentais, exceto para Arg durante 90 min (fig 14B e 15B,
Tab 1 e II).

A alteracio na concentragdo citoplasmatica do Ca?', leva a ativagiio do sistema
efetor microtubular-microfilamentar  (HARRISON et al, 1984, HUTTON, 1984),
responsavel pela secregdo de insulina, analisada a seguir.

A comparagio dos dados apresentados nas fig 16 e 17 confirma as observagGes de
que em ilhotas neonatais, ocorre maturagio parcial da resposta secretoria a glicose apos

cultura durante um periodo de 7 dias (BOSCHERO ef al., 1988; FREINKEL et al,
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1984). Estas revelaram aumento na secregdo de insulina estimula por 16,7 mM de
glicose, mas ndo apresentaram um padrao bifasico tipico, como o observado em ilhotas
de ratos adultos perfundidas (BOSCHERO ef al., 1990) ou ilhotas obtidas de ratos de 7
dias de idade (fig 16). A maturagio do sistema secretor devido ao tempo de cultura
também pode ser notada em ilhotas cultivadas durante 19 dias, estimuladas por Leu e
Arg, comparadas aquelas cultivadas durante 7 dias (fig 19A).

Verificamos que o tratamento com PRL durante 7 dias, aumentou o conteado de
insulina de ilhotas neonatais em 40 %. Isto pode refletir uma maior massa tecidual total
(BILLESTRUP & NIELSEN, 1991), bém como uma maior taxa biossintética do
horménio (BRELJE ef al., 1989; NIELSEN ef al., 1986); e pode explicar também a
secrecio basal de insulina mais elevada (fig 17, min 35 a 45).

Ilhotas neonatais cultivadas durante 7 dias em presenga de PRL, perfundidas por
solucdo contendo 16,7 mM de glicose, apresentam um padrao de resposta secretoria de
insulina bifasico; ausente nas ithotas controle (fig 17). Esse resultado reitera dados da
literatura, nos quais a maturagio “in vitro” da resposta secretoria de insulina, ¢ acelerada
pelo tratamento com PRL (SORENSON et al, 1987a; SORENSON et al., 1987b;
BRELIJE er al., 1989; NIELSEN ef al, 1986; BILLESTRUP & NIELSEN, 1991,
MARKOFF ef al, 1990). A secregio estimulada por glicose, foi claramente
potencializada pelo tratamento com PRL durante 19 dias (fig 18, Tab III). Este efeito ndo
pode ser descrito por diferengas no tempo de cultura, uma vez que a secregio basal das
ilhotas (2,8 mM de glicose) foi menor apds 19 dias em relagdo a 7 dias,

independentemente do tratamento hormonal (fig 19).
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A secrecdo de insulina estimulada por Arg e Ley, também foi maior em ilhotas
tratadas com PRL durante 7 ou 19 dias em relagio aos respectivos controles (fig 18, Tab
TII). Além disso, os dados indicam que as ilhotas cultivadas durante um periodo de tempo
prolongado, tornam-se mais sensiveis a estimulagio pelos aminoacidos, em relagdio a
glicose (fig 19a). Uma possivel explicagdo para esta discrepancia seria a maturagdo dos
diferentes processos enzimaticos, responsaveis pelo metabolismo dos aminodcidos e pelo
metabolismo da glicose, ocorrer em periodos de tempo diferentes, durante a cultura. O
tratamento com PRL parece acelerar a maturagiio destes mecanismos, resultando em uma
maior secregio de insulina induzida tanto por glicose quanto por Arg ou Leu.

Além dos estimuladores, como a glicose e outros substratos energéticos, a
secre¢do de insulina “in vivo”, é modulada por horménios e neurotransmissores. Os
agentes colinérgicos, como a acetilcolina (Ach), sdo exemplos de substincias ndo-
nutrientes potencializadoras da secre¢io. Na célula B-pancredtica, a interagdo destas
substincias com receptores muscarinicos especificos do subtipo M3 (BOSCHERQO et a.,
1995), estimula a fosfolipase C (PL.C) de membrana, que hidrolisa fosfatidil inositol,
formando inositol trifosfato (IP;) e diacilglicerol (DG). O IP; promove liberagdo de Ca™
de estoques intracelulares (PRENTKI et al., 1984), e 0 DG ativa a proteina quinase Ca®'-
dependente (PKC) (BEST & MALAISSE, 1984; INOUE & YOSHII, 1992). O efeito
estimulatério de um agonista muscarinico sobre a secrecio de insulina deve-se
principalmente & PKC; pois embora o IP; mobilize Ca® do reticulo endoplasmatico, a
secreciio ¢ predominantemente dependente do Ca’™ extracelular (VERCHERE et al.,

1991; BOSCHERO ef al., 1995). Além da ativagdo da PKC, o efeito estimulatorio da
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Ach pode estar associado a alteragdes nas permeabilidades idnicas; tais como aumento da
permeabilidade da membrana ao Ca” e Na' e redugio na permeabilidade da membrana ao
K" (HUGHES ef al., 1990, GILON & HENQUIN, 1993; SANTOS & ROJAS, 1989);
para despolarizagio suplementar da célula B-pancreatica.

Os dados obtidos com estimulagio da secregio de insulina por agonistas
muscarinicos, sdo de interpretagio mais dificil. Segundo MOURMEAUX ef al. (1989) o
mecanismo pelo qual agonistas muscarinicos estimulam a liberagio de insulina passa por
uma maturagdo significativa durante cultura. A comparagdo dos efeitos da oxo-M, em
ilhotas obtidas de ratos de 1 ¢ 7 dias de idade (fig 16), e em ilhotas neonatais cultivadas
durante 7 dias (fig 20, A ¢ B), vem corroborar estes dados. Em linha geral, o tratamento
com PRL (durante 7 ou 19 dias) potencializou o efeito da Cch sobre a secregio estatica
comparada ao respectivo controle (fig 18) mas néo sobre a secregdo dindmica (fig 20).
Cpntudo, o efeito potencializador da PRL se perde quando comparamos os resultados
obtidos apos 7 e 19 dias de tratamento hormonal (fig 19). Portanto, parece que o
tratamento com PRL ndo atua nos mecanismos envolvidos na modulagio muscarinica.

Existem poucos relatos dos efeitos de ativadores da proteina quinase C na
estimulaciio da secregio de insulina em ilhotas fetais e neonatais. No péncreas fetal
humano, apenas concentragdes altas de forbol ester, 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-
acetato (TPA), estimularam a secre¢do de insulina (TUCH et al., 1988). Por outro lado,
em células B fetais de rato cultivadas, doses pequenas de TPA potencializaram a secre¢io
de insulina induzida por niveis de glicose altos (MOURMEAUX et al., 1989); contudo,

nenhuma resposta bifasica foi relatada. Nossos resultados mostraram duas diferengas
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claras entre os efeitos do forbol 12,13-dibutirato na secre¢do de insulina de ilhotas
controle e tratadas com PRL durante 7 dias. Na presenca de 8,3 mM de glicose, o forbol
induziu um aumento significante e mantido na secre¢o de insulina apenas em ithotas
tratadas com PRL. Na presenca de 16,7 mM de glicose, o forbol induziu um aumento
significante e bifasico na secre¢do de insulina em ambos os tipos de ilhotas, mas a
resposta foi maior e mais rapida em ilhotas tratadas com PRL em relagdo as controle.
Cabe ressaltar que a proteina quinase Co, mediadora do efeito do agonista muscarinico,
ainda ndo estd desenvolvida no 3° dia de vida (FLETCHER & WAYS, 1991). Nossos
dados indicam que os niveis elevados de PRL durante a fase perinatal podem estar
envolvidos na maturagio do sistema PKC, o qual por sua vez desempenha uma fungio

importante no desenvolvimento do mecanismo de sensibilidade a glicose.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo aprofundar os conhecimentos sobre os
mecanismos celulares envolvidos na maturacio do acoplamento estimulo-secrecio de
insulina na fase de vida perinatal; e da fun¢do do lactogénio PRL neste processo. Para
tanto, ilhotas de ratos neonatais foram mantidas em cultura durante periodos de tempo
diferentes, recebendo ou nio tratamento hormonal diario. A seguir, analisamos a
expressiao dos transportadores de glicose, a permeabilidade ao calcio e a secre¢io de
insulina estimulada por substincias diferentes. Os dados obtidos nos indicam que em
ilhotas neonatais o tratamento crénico com PRL e a concentragdo de glicose no meio de
cultura, modulam o aumento na expressio do GLUT2. A expressdo do GLUTI1 ndo €
alterada pela PRL ou pela glicose. A permeabilidade ao **Ca® ¢ modificada apos o
tratamento prolongado com PRL, aproximando-se ao padrio do adulto. A PRL induz
aumento no conteido de insulina e maturagio da resposta secretoria estimulada por
glicose e aminoacidos. A maturagdo da resposta secretoria estimulada por glicose ¢
potencializada pelo tempo de tratamento hormonal. O tratamento com PRL parece nao
atuar nos mecanismos envolvidos na modulagdo muscarinica embora induza maturagdo
no sistema PKC. O tempo de cultura “per se” induz uma maturagio parcial da resposta
secretoria de insulina. A cultura por periodo de tempo prolongado torna as células B mais
sensiveis 4 estimulagiio por Leu ou Arg Finalmente, a comparagio dos dados obtidos
apos cultura durante 7 ou 19 dias, indica que o tratamento prolongado com PRL atua em

etapas importantes do mecanismo de secregdo de insulina, favorecendo o acoplamento
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entre o metabolismo do nutriente, a despolarizagdo da membrana da célula B, a elevagdo
na concentragio citosolica de Ca*" e a resposta secretoria. Portanto, ilhotas neonatais
cultivadas em presenca de PRL durante 19 dias, adquirem uma resposta secretoria de
insulina mais préxima ao padrdo do adulto.

Estes dados reforgam a importincia da PRL no processo de maturagdo da
resposta secretoria de insulina, das células B-pancreaticas, na fase perinatal e sugerem um

efeito tempo-dependente na agio do hormdnio.
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7. ABSTRACT

Maturation of the glucose sensing mechanism in mammals occurs during the perinatal
life period. In rats, the poor secretory response to glucose observed during fetal period is
rapidly converted to an adult response in few days after birth. This poor secretory response is
ascribed to an uncoupling between glucose stimulation and membrane depolarization resulting
in the opening of an insufficient number of voltage-sensitive Ca’'-channels, and an impaired
increase in cytosolic Ca® concentration. The observed uncoupling in fetal and neonatal islets
seems to be also consequence of a reduced ATP generation by B cells.

Growth and differentiation of the endocrine pancreas are controlled by many factors
including the somatolactogenic hormones, especially prolactin (PRL).

The present work aimed at investigating the cellular mechanisms envolved in the
maturation of stimulus-response coupling of insulin secretion in the perinatal hfe phase
and the functions of PRL in this process. For this purpose, islets from neonatal rats were
kept in culture during differents periods of time receiving or not daily hormonal
treatment. Glucose transporter expression (GLUT! and GLUT2), Ca’* membrane
permeability and insulin secretion were analysed in these cultured neonatal islets. The
PRL treatment and the glucose concentration in the culture medium affect GLUT2
expression. GLUT! expression is not modified by PRL or glucose. After prolonged PRL
treatment “Ca permeability in the neonatal islets are closer to that observed in adult
islets. PRL induces increase in the insulin total content and accelerates the maturation of

secretory response stimulated by glucose and aminoacids in a time-dependent fashion.
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The maturation of secretory response stimulated by glucose is accelerated by time of PRL
treatment. The PRL treatment does not affect mechanisms controled by muscarinic
receptors in B-cells. The PRL treatment induces maturation in the PKC system. The
culture time “per se” induces partial maturation of insulin secretion response. B cells
submited to prolonged period of culture become more sensitive to Leu or Arg
stimulation. Finally, data obtained after culture during 7 or 19 days, show that a
prolonged PRL treatment influence important steps of the insulin secretion mechanisms,
favouring the coupling among nutrient metabolism, membrane B cell despolarization,
increase in the [Ca®']i and increase secretory response. Therefore, neonatal islets cuitured
in the presence of PRL during 19 days acquire an insulin response to the nutrients closer
to the adult pattern.

These data reinforce the importance of PRL in the maturation process of insulin
secretion response by pancreatic B cells during the perinatal life period and suggest an

effect time-dependent in the hormonal action.
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APENDICE



Meio RPMI-1640 |
(Sigma ou Cultilab Materiais para Cultura de Células Ltda, Campinas, SP):

Componentes: g/l
CalNO:a}a dHa0 ..o 0,1
K e 0,4
MESO4.THO e 0,1.
NG e e e 6,0
NAHCO:. e 2,0
N P O 0.8
L-Arginina. HCL ... e 0,2
L-ASParagina. ..........ooooiiiiii e 0,05
AC Lo ASPATHCO. ... oo oot e et 0,02
L-Cistina. 2HCL ... 0,0652
Ac, LAGIIAMICO. .....coovoicieec e 0,02
L-Glutamina. ... 0,3
GICINa. e 0,01
L-Histidina HCLH2O. ... 0,015
L-Hidroxiprolina........................... 0,02
L-ISOIeUCINg. ...t 0,05
L @UCINA. .. e 0,05
L-Lisina HCL e 0,04
L-Metionina........ooooe o 0,015
L-Fenilalanina. ... e 0,015
LPrO BN e 0,02
L-Serina........ TSR OPRUO T U 0,03
L-TTeONINA. . ..o e e 0,02
L-Triptofano.. ..o 0,005
L-Tirosina ZNa.2ZHO. ... 0.02883

Apéndice



L-Valing. 0,02

D-BIotina.........cooooi i 0,0002
Cloreto de Colina.................oii 0,003
Acido FOCO. ... oo et 0,001
Mio-INOSILOL........oooo e 0,035
NIBCINAMIAA. ... e 0,035
Acido p-Amino Benzdico........ S OO N PR RUR U UURST 0,001
Acido D-Pantoténico (hemicalcio)...........ccovvooooorereeer oo, 0,00025
Piridoxina. HCL............ e 0,001
RIBOFIAVING. ..o e 0,0002
Tiamina HCL........oo e 0.001
Vitamina B-12.......... ORI 0,000005
Glutatione (reduzidO). ... 0.001
Vermelho de Fenol (sodio)......................... 0.0053
D-GHCOSE. ..., 2.0

(2 g/L. de NaHCO; foram acrescentados apés dissolugdo dos sais; pH 7.4,
osmolaridade 280 + 10 mOsm/L)
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