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1- INTRODUCAO

A secregdo de insulina pelas células B pancreaticas ¢é
regulada por uma interagdo complexa de eventos metabolicos,
hormonais e neurais, que possibilita o controle glicémico frente a
diferentes situagoes fisiologicas.

Em mamiferos, o aumento da relacdo adenosina trifosfato
(ATP)/ adenosina difosfato (ADP) no citoplasma, proveniente do
metabolismo da glicose ou de outros nutrientes, é o fator

responsavel pela sinalizagdo do acoplamento estimulo/secrecao

(BOSCHERO et al,, 1977; HENQUIN, 1978; BLACK et al., 1994).

Esse evento, que favorece o fechamento dos canais de K*
sensiveis a ATP, ou seja K*/ATP (COOK & HALES, 1984;
ASHCROFT et al., 1984; DUNNE & PETERSEN, 1986), promove a
despolarizagdo da membrana (MISLER et al., 1992) e a abertura
dos canais de Ca?" (canais L) dependentes de voltagem
(RORSMAN et al, 1989 GILON & HENQUIN, 1992). Como
consequéncia, o aumento do influxo de Ca** ativa os microtibulos
e microfilamentos que compdem o sistema  secretor
(ARKHAMMAR et al., 1987; ASHCROFT & ASHCROFT, 1990)
determinando a extrusdo dos granulos de insulina (WOLLHEIN
& SHARP, 1981). A resposta secretéria é ainda modulada por dois
importantes componentes enzimaticos de membrana: adenil-
ciclase (MILNER et al., 1971; GRILL & CERASI, 1974; MALAISSE
et al., 1984) e fosfolipase C (TUCH et al., 1988; KELLEY et al., 1994),



que mediante atuagdo de seus segundos mensageiros: adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), inositol 1,45 trifosfato (IPs)
(MATSCHINSKY et al, 1986 apud LAYCHOCK, 1990) e
diacilglicerol (DAG) (PRENTKI & MATSCHINSKY, 1987),
respectivamente, permitem o ajuste da secrecdo por substancias
ndo metabolizaveis pelas células B, ou seja, hormonios,
neurotransmissores e agentes farmacologicos (Fig 1).

E fato notério que, em humanos ou animais experimentais
normais, a resposta insulinica do adulto apresenta uma curva
bifasica de secrecao (CERASI & LUFT, 1967 apud ASPLUND,
1973; CURRY et al., 1968) caracterizada por um pico inicial rapido
(de curta duragdo) (GRODSKY et al., 1967, CURRY et al., 1968;
ASPLUND, 1973) seguida por uma elevacdo lenta que geralmente
atinge um platd, cujos valores sdo semelhantes aos observados no
pico inicial de secrecdo. Contudo, esse padrdo s6 ¢é
completamente estabelecido no inicio do periodo neonatal
(ASPLUND et al., 1969; HOLE et al., 1988; BOSCHERO et al., 1993).
Além disso, a secrecdo de insulina por ilhotas fetais ¢
comprovadamente reduzida comparada a de adultos (ASPLUND
et al., 1969; SODOYEZ-GOFFAUX et al., 1972; ASPLUND et al.,
1973 ; ASPLUND et al., 1975; HELLERSTROM & SWENNE, 1991;
BOSCHERO et al., 1993). A literatura sugere ainda, que essa fase
representa um periodo fundamental para a maturacdo do sistema
secretor (SODOYEZ-GOFFAUX et al., 1979; FREINKEL et al., 1984;
BLISS & SHARP, 1994b) porém, devido ao grande namero de



o

Q

s 8

H F @ ()

o T oz r

mn I ) [

4 O » e o

oo Z v I e S -2 Q & »
F Y x5 e o X
> M prd

0 B (e O@ @ V¥V

/ B Rl :
ADENIL-CICLASE ~ FOSFOLIPASE C

GLICOSE ~—(_}#= METABOLISMO /
: \

haTpjaP AMPe % P, % DAG

4

canai KI/ATR

]
8
A

OLARIZACAD

Cazt @[

y

x KA
PK

Ca*- cal PKC
k\ \ffa\/ )

e et
SEGRECAD

Fig 1. Esquema simplificado dos mecanismos envolvidos na secrecio
da insulina. (BOSCHERQO, 1996)

O esquema representa uma célula B pancredtica e o mecanismo de
secrecao de insulina induzida por glicose. A figura mostra ainda, os
sistemas de inibigdo e potencializacio através da adenil-ciclase e
fosfodiesterase de membrana com seus respectivos segundos
mensageiros. As setas vazias representam os processos inibitdrios e as
setas preenchidas, os estimulatérios. Estao indicados também, os
canais idnicos e receptores de membrana gsimbolos preenchidos), bem
como hormonios e neurotransmissores (gi ferentes simbolos no exterior
da célula). Abreviaturas: canal K*/ATP - canal regulado pelo ATP;
canal L - canal de Ca**dependente de voltagem; GIP - polipeptideo
inibidor gastrico; GLP - polipeptideo semelhante ao glucagon; Ach -
acetilcolina; GRP - polipeptideo inibidor de %astrina; CCK -
colecistoquinina; AMPc¢ - adenosina monofosfato ciclica; IP; - inositol
1,4,5 trifosfato; DAG - diacilglicerol; RE - reticulo endoplasmatico; PKA
- proteina quinase dependente do AMPc; PK 2+ ,; - proteina kinase
gep§%§11te de calcio-calmoduling; PKC - proteina quinase dependente
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resultados contraditérios (HOLE ef al., 1988, RORSMAN et al,,
1989), varios aspectos permanecem ainda ndo esclarecidos.
Apesar das reservas de insulina das ilhotas (SODOYEZ-
GOFFAUX et al, 1971) e a capacidade de sintese estarem
adequadas (FREIE et al., 1975), a secrecdo em resposta a glicose e
a outros nutrientes, em fetos de 17,5 a 21 dias, é reduzida
(ASPLUND et al, 1969, HEIZE & STEINKE, 1971;
HELLERSTROM & SWENNE, 1991 ), monofasica (AMMON et al.,
1985; BLISS & SHARP, 1994b) e insensivel aos bloqueadores de
canais de Ca?* dependentes de voltagem (HOLE et al, 1988;
RORSMAN et al., 1989), embora tenha sido detectada a presenca
de canais L aos 19,5 dias (HOLE ef al., 1988). Por outro lado, tem
se demonstrado que ilhotas neonatais, contrariamente as fetais,
apresentam incremento nos niveis de secre¢do de insulina
induzida por glicose (FREIE et al, 1975; HELLERSTROM &
SWENNE, 1985). A alta concentracéo de insulina em péncreas de
neonatos, semelhante a de adultos (BLAZQUEZ et al., 1970), pode
ser decorrente de taxas de crescimento diferenciadas entre os
tecidos enddcrino e exdcrino (FREIE et al,, 1975). Entretanto, a
resposta bifasica que ocorre nessa fase, ainda é qualitativamente
inferior a adulta (KERVRAN & RANDON, 1980; BLISS & SHARP,
1994b). De qualquer forma, a partir desse periodo a secrecéo
tende a aumentar gradativamente, principalmente entre o 14° e

21° dias de vida, que correspondem ao periodo de desmame em

ratos (BLISS & SHARP, 1994b).



Diante da observagdo de que inibidores de fosfodiesterase
aumentam a secrecdo de insulina (HEINZE & STEINKE, 1972;
CHARLES et al., 1973; GRILL & CERASI, 1974) tem sido proposto
que o AMPc atue como o segundo mensageiro potencializando a
resposta monofasica (KERVRAN & RANDON, 1980). Ao passo
que, a estimulacdo da segunda fase pela glicose tem sido
atribuida principalmente a ativacdo da proteina quinase C
(FLETCHER & WAYS, 1991).

A fase critica de maturacdo do sistema secretor, também
tem sido tema bastante discutido. Se por um lado tém sido
sugerido que o aparecimento da segunda fase de secrecdo da
insulina a glicose ocorre apenas no inicio do perfodo neonatal
(ASPLUND et al, 1969; ASPLUND, 1973, HOLE et al, 1988),
alguns autores relatam um aumento da responsividade a glicose a
partir do 18,5° dia de vida intra-uterina (KERVRAN & GIRARD,
1974). KERVRAN & RANDON (1980), descrevem como nitida a
secrecio bifasica observada entre os dias 20.5° e 21.5° fetais em
ratos. Em contrapartida, ha trabalhos que se referem & ocorréncia
de um padrido monofasico no 21° dia de gestacdo (ASPLUND et
al.,, 1969; ASPLUND & FREINKEL, 1978). Estudos recentes
porém, tém indicado o periodo compreendido entre 0 19,5° e 20,5°
dia como fundamental para o maturacdo da resposta secretéria,
ainda que ndo apresente uma curva de secrecdo bifasica (BLISS &
SHARP, 1994a; BLISS & SHARP, 1994b). Esses trabalhos sugerem
que uma alteragao do metabolismo, com reducao da oxidacdo de

acidos graxos e aumento da utilizacdo da glicose, seria o fator



primordial para a maturagdo do acoplamento estimulo/secrecéo,
favorecendo a ocorréncia da segunda fase. Essa afirmacado, de
certa forma, esta de acordo com a proposi¢io de aparecimento da
resposta bifdsica apenas no inicio do periodo neonatal
(FLETCHER & WAYS, 1991).

Varios mecanismos tém sido propostos para justificar a
aparente imaturidade da resposta secretéria fetal. Muitos
trabalhos tém sugerido que as células B, nesse periodo, possuem
um metabolismo mitocondrial imaturo ou alterado com relacdo
aos substratos derivados da glicose (FREINKEL ef al, 1984;
RORSMAN et al., 1989; BOSCHERQ et al., 1990), repercutindo em
uma ineficiéncia no bloqueio dos canais K*/ATP (WAHL ef al.,
1992). Por outro lado, alguns pesquisadores acreditam que o
acoplamento entre os canais de K* e a capacidade de induzir
despolarizacdo da membrana é que ndo se encontram
completamente desenvolvidos nessa fase (HOLE et al, 1988). Tem
sido descrito, ainda, a ocorréncia de um namero reduzido de
canais de Ca? e K* (AMMON et al., 1989) ou uma funcionalidade
alterada dos mesmos em ilhotas fetais (HEINZE & STEINKE,
1971; RORSMAN et al.,, 1989).

Portanto, estudos relacionados com o processo de
maturagdo da resposta secretoria de insulina podem proporcionar
novos esclarecimentos com relagdo aos mecanismos fisiol6gicos
envolvidos no sistema de secrecdo (HELLERSTROM & SWENNE,
1991; BLACK et al., 1994). Além disso, tém sido questionado se

alteracbes ocorridas durante o periodo perinatal podem



comprometer a secregdo pods-natal e predispor o organismo ao
desenvolvimento do diabetes (HOLE et al., 1988; BOSCHERQ et
al., 1993). Entretanto, embora essa fase pareca representar um
importante estigio de transicdo para o estabelecimento da
resposta de secrecao bifasica, ainda ndo foram obtidos dados

conclusivos com relacdo ao periodo critico em que isso ocorre.



2- OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a maturacao
da resposta secretéria de insulina, em ratos, durante as fases de
vida perinatal (fetos de 19 e 21 dias e neonatos de 3 dias) e adulta
(90 dias). Para isso, foi realizado o estudo linear da participagao
de diferentes eventos no processo estimulo/secrecdo, ou seja,
despolarizacdo celular por altas concentracbes de potassio,
despolarizacio celular por blogueio dos canais de Kt/ ATP pelo
metabolismo da glicose, e ativacdo de segundos mensageiros que
potencializam a secrecdo de insulina, tais como: AMPc, 1P3 e

DAG.



3- MATERIAL E METODOS

3.1- ANIMAIS

Ratos adultos (Rattus novergicus, var. albina) wistar de

ambos os sexos, fornecidos pela Central de Bioterismo da
UNICAMP, foram mantidos sob condicdes controladas de
temperatura, umidade e luz (12 horas de ciclo claro/escuro),
recebendo agua e racdo comercial ad libitum. Fémeas (3-6 meses)
foram colocadas para acasalamento ac anoitecer. A presenca de
esperma em esfregaco vaginal, realizado na manhd seguinte
(cerca de 15 horas depois), serviu como indicativo de copula,
sendo considerado entdo, como o 1° dia de gestagdo. Em nossos
protocolos experimentais foram utilizados fetos de 19 e 21 dias,

neonatos de 3 dias e adultos com aproximadamente 90 dias.

3.2- REAGENTES E RADIOISOTOPO
Todos as substéncias utilizadas nas solucdes possufam grau

analitico de pureza (P.A.).

Reagentes utilizados e procedéncia:

Albumina bovina fracdo V; teofilina; carbamilcolina: Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA.

Colagenase P (Collagenase aus Clostridium Histolyticum,
Lyophilisat): Boehringer Mannhein GmbH, W. Germany.

Anticorpo anti-insulina de rato: Novo Research Institute,

Bagswaerd, Demmark.
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125.Insulina: Amershan Health Science Group.

Buckinghanshire, England, UK.

3.3- SOLUCOES

3.3.1- Solucdo de Hanks* para isolamento de pancreas e ilhotas

Composicao:
NACE .. 8000 ¢g
HCL e 0,400 g
CaClz 2H20 (e 0185 ¢
MgSO04 7HaO oo 0,200 g
NaHPO; 7H20 i, 0,087 g
KHoPOs .. e 3,000 &
NaHCOs i, 0,350 g
H20 deionizada (gsp) ........... 1,0001

3.3.2- Solucdo de Krebs-Ringer** para incubacao

Composicao:
NaCl e 26,886 g
NaHCOs .. 8,065 ¢
KCL i, 1,492 ¢
MgCla 6HoO .o 0813 ¢
CaCly 2HO e 0,588 g
HaO deionizada (gsp) ......... 1,0001

* TIANKS & WALLACE, 1949 apud TIERCHUELZ, 1980
*KREBS & HENSELEIT, 1932 apud HERCHUELZ, 1980
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Foram acrescentados a solug¢do no momento do uso, 2
mg/ml de albumina bovina fragao V.

3.3.3- Mistura acido-élcool

Composicao:
Htanol ..., ennareens 492 5 ml
HCHI2ZN i 007,5 mb

3.4~ PROTOCOLO EXPERIMENTAL
3.4.1- Isolamento de pancreas de ratos fetais e neonatais

Todos os animais foram sacrificados por decapitagao. Os fetos
foram retirados das madaes através de cesariana. Apds incisdo
abdominal, o pancreas foi removido e fragmentado em pedacos
de aproximadamente 0,5 & 1 mm? com auxilio de tesoura e lamina
de barbear. Em seguida, realizou-se a transferéncia do tecido com
o auxilio de pipeta Pasteur para placas de cultura com 24 pogos (2
fragmentos por pogo), nos quais adicionou-se previamente 0,75
ml de solugdo de pré-incubagdo (Krebs-Ringer contendo 5,6 mM.

de glicose).

3.4.2- Isolamento das ilhotas de Langerhans de vatos adultos
O isolamento das ilhotas foi obtido através da destruicdo da

porgao exdcrina pancredtica através de digestdo por colagenase.
Os animais foram sacrificados por decapitagdo. Apos incisdo

abdominal e oclusio da extremidade duodenal do ducko
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pancredtico foi injetada, através de uma seringa conectada a uma
canula, solugao de Hanks contendo colagenase (7 mg/10 ml) na
porcdo hepdtica do mesmo ducto. Depois de intumescido, o
pancreas foi excisado e transferido para uma placa de Petri
contendo solucdo de Hanks. Em seguida, depois de retirar-se o
tecido adiposo e ganglios linfaticos, o material foi fragmentado e
transferido para um tubo de ensaio (30 ml). Esse tubo foi deixado
em banho-maria a 37°C durante 18 minutos. Decorrido esse
periodo, o tubo foi agitado manualmente, ainda em banho-maria,
por aproximadamente 1,5 minutos, sendo esse tempo controlado
de acordo com a viscosidade do material. Em seguida, o contetido
foi transferido para um becker, procedendo-se vérias lavagens
com solucdo de Hanks através de suspensdes do material com
seringa (20 ml) sem agulha. As ilhotas foram coletadas sob lupa
(aumento de 20 vezes), com o auxilio de uma pipeta Pasteur
estirada. Cada péncreas forneceu cerca de 400 ilhotas. Foram

utilizadas 5 ithotas para cada poco da placa de cultura.

3.4.3- Secregido estatica de insulina
Os fragmentos de pancreas fetais e neonatais bem como as

ithotas de adultos, foram inicialmente incubados a 37°C por 1
hora em soluc@o de Krebs-Ringer (0,75 ml} contendo 56 mM de
glicose (G). O pH da solucdo foi ajustado em 74 através de
gaseamento com carbogénio (95% /5% COq2). Apods esse

periodo, a solugdo de pré-incubacido foi substituida por 1 ml de
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Krebs com diferentes concentracdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3 e 16,7
mM)} ou solucdo de Krebs (5,6 mM G) acrescida de 5 mM de
teofilina (Teo), 200 uM de carbamilcolina {(Cch) ou ainda 25 mM
de potassio (k*).

Prosseguiu-se a incubacdo por 1 hora em condicdes
controladas de temperatura e pH. Apés resfriamento da placa em
banho de gelo, o sobrenadante de cada pogo foi transferido para
tubos de ensaio e armazenados & -20°C até a realizacdo das

dasage_ns de insulina.

3.4.4- Extracdo do contetido total de insulina
Nas placas contendo fragmentos de pancreas ou ilhotas,

adicionou-se 1 ml de uma solucdo de extracdo, composta pela
mistura de 70% etanol e 30 % HC 0,2 N, sendo o contetido de
cada pogo transferido para tubos de ensaio. Em seguida,
procedeun-se a trituragdo do tecido com auxilio de um macerador
e um aparelho de agitacdo. Apds esse procedimento, a solugao foi
deixada a 4°C por um periodo de 24 horas, quando as amostras

foram centri:fugadas e o sobrenadante coletado e armazenado a -

20°C.

3.4.5- Dosagem de insulina
A Insulina secretada e a extraida dos fragmentos foram

diluidas (quando necessario) e medidas por radioimunoensaio

segundo método descrito por SCOTT ef al, (1981).
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3.5- ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados estdo representados pelos valores
médios e os respectivos erros padrdes das médias. Nas Figs 2, 4 e
6, os valores correspondem ao contetido total de secregdo de
insulina extraida dos fragmentos (fetos e neonatos) ou ithotas
(adultos). As Figs 3, 5, 7 e 8 mostram os dados expressos em
termos de percentagem sobre seus respectivos valores basais.

Para comparar dois grupos de resultados entre si, foi
empregado o teste estatistico ndo paramétrico de Wilcoxon
Quando mais de dois grupos foram analisados simultaneamente,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido por distribuicao
livre de comparagtes miltiplas.

Foram considerados sigﬂ_i_ﬁcativc}s os valores de p menores
que 5 %.
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4- RESULTADOQOS

A secregdio de insulina, tanto em presenca de 2,8 quanto de
5,6 mM de glicose, ndo apresentou diferenca significativa dentro
dos grupos estudados. Isso permitiu que o0s respectivos
resultados fossem colocados em um #inico grupo denominada
basal.

A figura 2 mostra os valores de secrecdo de insulina,
expressos em percentagem do contetido total, em presen¢a de
diferentes concentracdes de glicose. A secrecdo de insulina basal
{ghicose 2,8-5,6 mM) foi de 0,66+0,08%; 0,82+0,08%; 0,38+0,04 e
0,88+0,21% do contetido pancreético total de fetos com 19 e 21
dias, neonatos com 3 dias e adultos com 90 dias, respectivamente.

A elevagdo da concentragdo de glicose para 8,3 e 16,7 mM
ndo promoveu alteracdo significativa na resposta fetal aos 19 dias
atingindo, para essas concentracbes de glicose 0,89+0,08 ¢
0,9£0,13% do contetido total, respectivamente. Contudo, ilhotas
fetais de 21 dias apresentaram aumentos significativos, ainda que
discretos, a partir de 8,3 mM de glicose. Nesta concentracao, a
secrecdo foi de 1,1640,09% atingindo 1,26+0,13% do contetido
total com 16,7 mM de glicose. Em péancreas de neonatos com 3
dias de vida a secrecio de insulina foi de 0,7+0,17% em 8,3 mM de
glicose e 1,0620,23% em 16,7 mM de glicose. Para estas mesmas
concentracdes de glicose, a secrecao por ithotas de ratos adultos

atingiu respectivamente 1,8330,22 e 2,6240,15%, enguanto o
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aumento obtido em presenga de 167 mM de glicose foi
aproximadamente 3 vezes maior que o basal.

O incremento na secrecdo de insulina sobre o basal (2,8-5,6
mM), induzido por 8,3 e 16,7 mM de glicose nas diferentes idades
estudadas, estd representado na figura 3. Na presenca de 8,3 mM
de glicose o incremento na secregio foi de 35, 41, 84 e 104% para
fetos de 19 e 21 dias, neonatos (3 dias) e adultos, respectivamente.
Para os mesmos grupos de animais, esses valores foram de 36, 54,
179 € 193% em presenga de 16,7 mM de glicose.

A secreqdo induzida por solucdo contendo 30 mM de
potdssio estd ilustrado na figura 4. Apesar de ter ocorrido
aumento progressivo na resposta de insulina com o decorrer da
idade, nenhuma diferenca significativa foi encontrada em grupos
fetais (Figs 4A e 4B). A figura 4 demonstra, ainda que, em
presenca de altas concentragtes de potdssio, neonatos de 3 dias
apresentaram secrecdo de insulina 1,4 vezes maior que a basal
(2,41+0,43%, Fig 4C) e, em ilhotas provenientes de animais
adultos, o aumento observado foi de 2 vezes o basal (3,5620,18%,
Fig 4D). Esses dados estdo representados na figura 5 como
incremento na secrecdo de insulina sobre a resposta basal. Os
aumentos registrados foram 7, 34, 43 e 101%, respectivamente,
para 19 e 21 dias fetais e 3 e 90 dias de vida, embora somente os
grupos de 3 e 90 dias tenham apresentado aumentos
significativos.

A figura 6 ilustra os efeitos da teofilina (5 mM) e da

carbamilcolina  sobre a secre¢do de insulina.  Ambas,
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potencializaram significativamente a resposta secretoria de
insulina em todas as idades estudadas. Os aumentos foram de
1,2+0,23; 1,640,29; 1,1120,32 e 3,7540,44% em fetos de 19 e 21 dias,
neonatos de 3 dias e adultos de 90 dias, respectivamente. Em
presenca de 100 pM de Cch, a secrecio foi de 1,440,41 e 1,61+0,24,
em fetos de 19 e 21 dias, 1,2340,35 em neonatos e 4,43+0,31% do
contetido total em adultos, respectivamente.

Na figura 7, os valores foram expressos como incremento
sobre a secrecio basal (5.6 mM de glicose). Nesse caso, o
incremento na secrecdo em resposta & Teo foi de 82, 95, 192 ¢
318% para 19, 21 dias de gestacdo, 3 e 90 dias de vida,
respectivamente.

A secrecdo em resposta ao estimulo com carbamilcolina foi
mais acentuada nos fetos de 19 dias, neonatos de 3 dias e nas
ithotas de animais adultos, ou seja, 2, 3 e 5 vezes maior que o
basal (5,6 mM de glicose), respectivamente. Na figura & estdo
representados os valores expressos como percentagem do
contetrdo total. Em fetos de 19 e 21 dias, neonatos com 3 dias e
adultos com 90 dias, os resultados foram de 127, 96, 224 e 396%

da secregao basal, respectivamente.



Fig 2. Secrecio de insulina frente a diferentes
concentragbes de glicose

Estao representados a média £ EP dos valores observados
em fetos de 19 e 21 dias (A e B), neonatos de 3 dias {C) e
adultos de 90 dias (D). Fragmentos de pancreas (fetos e
neonatos} ou ithotas isoladas lgaguites} foram incubados por

1 hora em solucio de Krebs-Ringer contendo 2,8, 5,6, 83 e
16,7 mM. A exiracio do conteirdo toial de insulina foi
executada mediante trituracdo do tecido em solucio de
acido-alcool. Para animais adultos utilizou-se wma escala de
Ja6.Ovalor denvarioude 4 a 25,

*p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido por mudltiplas
comparagoes)
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Fig 3. Incremento na secre¢do de insulina induzido por
diferentes concentracées de glicose.

Fragmentos de pancreas de ratos em idade fetal (19 e 21
dias%l,n neonatal (3 dias) e ilhotas de adultos (90 dias),
foram incubados por 1 hora em solucdo de Krebs
contendo 2,8; 56; 83 ou 16,7 mM de glicose. Os
resultados, indicados anteriormente (Fig 2) em
percentagem do contetido/hora, estdo representados
como percentagem de secrecdo basal. Os valores
respectivos a fetos de 19 e 21 dias, neonatais e adultos
foram de: 35, 41, 84 ¢ 104% com G 8.3 mM e 36, 54, 179 e
193% com G 16,7 mM.



Fig 4. Efeite do K* (30 mM) sobre a secrecdo de insulina.
Fragmentos de pancreas fetais com 19 SA) e 21 dias (B),

neonatais de 3 dias (C) e ithetas isoladas de adultos com 90
dias (D) foram incubados por 1 hora a 37°C, em atmosfera
de carbogénio, na presenca de 5,6 mM de glicose e 5 mM
de K*. Os valores, correspondentes & percentagem do
contetado secretado em 1 hora, estdo representados pela
média + EP. O valordenvarioude4a9.

* p< 0,05 (teste de Wilcoxon)
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Fig 5. Incremento na secre¢do de insulina induzido
por K* (30 mM)

Fragmentos de pancreas de ratos com 19 e 21 dias de
vida intrauterina, neonatos de 3 dias e adultos de 90
dias, foram incubados por 1 hora a 37°C, em atmosfera
de carbogénio na presenca de 56 mM de glicose e 5
mM de K*. Estdo representados os rtesultados
Eer(ilentuais de secrecdo sobre o basal, extrapolados da

ig 4.




'SECREGAO DE INSULINA

% do contetdo/hora

Fig 6. Efeito da teofilina (5mM) e da carbamilcolina {200
uM% sobre a secre¢do de insulina.

Fstao indicadas as médias da percentafem de contetido total

de insulina e os respectivos erros padrdes das médias para

fetos de 19 dias e 21 dias (Figs A e B), neonatos de 3 dias (Fig

C) e adultos com 90 dias de vida (Fig D). llhotas (adultos) ou
fragmentos de péncreas (fetos e neonatos), foram incubados
or 1 hora a 37°C em atmosfera de carboggénio, na presenca
de 5,6 mM de glicose (basal). Para animais adultos utilizou-se
uma escala diferente (valores de 0 a 5) para representar a
percentagem de secrecao de insulina. n variou ded a 14

* p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido por comparagdes
multiplas)
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Fig 7. Incremento na secre¢ao de insulina induzido por
teofilina (5 mM).

Fragmentos de pancreas de fetos (19 e 21 dias), neonatos
(3 dias) e ilhotas de adultos &90 dias), foram incubados
por 1 hora a 37°C, com solugdo de glicose 5,6 mM
acrescida com teofilina, por 1 hora. Os wvalores,
extrapolados da Fig 6, correspondem & percentagem de
secrecdo sobre o valor basal (glicose 56 mM sem
teofilina). n variou de 4 a 14.
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Fig 8. Incremento na secre¢do de insulina induzido por
carbamilcolina (200 pM Cch).

Fragmentos de pancreas de fetos (19 e 21 dias), neonatos
(3 dias) e ilhotas de adultos (90 dias), foram incubados
com solucdo de glicose 56 mM acrescida com
carbamilcolina por 1 hora. Os resultados, extrapolados da
Fig 5, estdo expressos em percentagem de secrecdo sobre o
valor basal (glicose 5,6 mM sem Cch). O aumento
encontrado fo1 de 127 e 96 % para 19 e 21 dias fetais, 224 %
em neonatos e 396 % em a(ﬁﬂtos, em relacdo a secregao

basal. n variou de 5 & 14.
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5- DISCUSSAQO

Durante o periodo perinatal, os principais eventos
envolvidos no estabelecimento da resposta insulinica adulta
passam por uma fase decisiva de maturacdo funcional
(BOSCHERO et al., 1993; BLISS & SHARP, 1994b).

Embora fisiologicamente normal para o periodo de vida em
gquestdo, a secrecdo de insulina por fetos e neonatos &
comprovadamente reduzida comparada a de adultos (ASPLUND
et al., 1969, HEINZE & STEINKE, 1972; AMMON et al., 1989).
Além disso, durante a fase perinatal a resposta secretdria
apresenta um padrdo monofasico similar ao observado no estigio
inicial do diabetes, ou seja, baixo pico inicial e atraso da segunda
fase de secrecao (ASPLUND, 1973; KOSAKA et al, 1977;
BERGMAN, 1989; BOSCHERO ¢t al., 1993). Sabe-se também, que
alteracdes morfologicas e funcionais das células B pancreaticas,
ocorridas na fase de vida intrauterina, podem comprometer a
sensibilidade do sistema secretor no periodo pds-natal (HOLE et
al., 1988; PETTITT et al., 1988; BOSCHERO et al., 1993). Por essas
razdes, a analise comparativa da secrecdo de insulina, durante as
fases perinatal e adulta, permite melhor compreensdo dos
mecanismos celulares envolvidos  no  acoplamento
estimulo/secrecdo.  Pode  contribuir  também  para o
esclarecimento de possiveis relagdes o processo de maturagio do

sistema secretor de insulina ¢ a origem de disfun¢tes metabdlicas.
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A reducdo da permeabilidade ao potassio, ¢ uma das
principais etapas envolvidas no acoplamento estimulo-secregio
de insulina (BOSCHERO et 4l, 1977, HENQUIN, 1978). Esse
evento, desencadeado pelo blogueio dos canais de K* sensiveis a
ATP (DUNNE & PETERSEN, 1986), gera despolarizacio da
membrana da célula B promovendo a entrada de Ca?" pelos
canais L. (HOLE, et al, 1988). Apesar desses canais de Ca?
sensfveis a voltagem terem sido detectados em ilhotas fetais e
neonatais (COOK et al, 1986; HOLE, et al, 1988) com
propriedades semelhantes aos das células adultas (RORSMAN et
al., 1989), estudos com radioisOtopos tém sugerido a nédo
funcionalidade dos mesmos no referido periodo (AMMON et al.,
1985; AMMON et 4l., 1989). Por outro lado, a insensibilidade dos
canais K*/ATP no perfodo perinatal, tem sido atribuida 3
imaturidade do metabolismo da glicose (ANDERSSON, 1975;
RORSMAN, et al, 1989) ou a um processo de sinalizacdo
inadequado entre a producdo de ATP e a capacidade de induzir o
bloqueio dos mesmos (ASPLUND & FREINKEL, 1978). Contudo
é possivel ainda, que o “defeito” da resposta secretéria, nessa
fase, secja decorrente de um nudmero reduzido ou do
comportamento diferenciado dos canais K*/ATP em relagdo aos
adultos (BOSCHERO et al., 1990; BOSCHERO et al., 1993).

Para melhor avaliar essas questbes, foram realizados dois
tipos de procedimentos: o estudo da secrecdo de insulina
mediante administragdo de solugdo de Krebs acrescida de

potassio ou de concentracdes crescentes de glicose. Em ilhotas de
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animais adultos, ambos promovem a despolarizacio da
membrana celular (SMITH, 1990; MISLER e¢f 4l.,1992) resultando
no influxo de Ca?" pelos canais L {(ASHCROFT et al, 1980;
RORSMAN et al., 1988, FOURNIER ef al., 1993), acamulo de Ca?*
no citoplasma (WOLLHEIM & SHARP, 1981) e consequente
extrusdo dos granulos de insulina. Porém, permitem discriminar
a atuagao de dois eventos diferentes: o efeito direto do aumento
da concentracdo de fons K sobre o potencial de membrana das
células B (despolarizacdo) e a agdo do ATP, proveniente do
metabolismo da glicose, sobre os canais K¥/ATP que em dltima
analise, também causa a despolarizagio (RORSMAN et al., 1988).
Os resultados obtidos com altas concentracdes de potassio
permitem conjecturar sobre varias alternativas, ou seja, ¢ possivel:
a) que a membrana plasmatica de células B fetais ndo esteja
adequadamente preparada para a despolarizagdo promovida por
altas concentractes de K* no meio, como ocorre em células de
adultos; by que o naimero de canais L esteja reduzido a tal ponto
que mesmo apds despolarizacdo adequada, ndo ocorre influxo de
Ca?* suficiente; ¢) que ambos os canais, embora presentes nas
células fetais, estejam temporariamente inativos. Em suma, é
provavel que uma ou mais destas 3 alternativas explique a menor
secrecdo de insulina produzida por potéssio (30mM) em péncreas
de fetos. Aparentemente, esse problema é progressivamente
resolvido a medida que o animal envelhece (Figs 4 e 5).

Em relacdo a resposta obtida por glicose, pode-se observar

que a secrecfio basal por pancreas de fetos, quando representada



28

em percentagem do contetido total, foi maior que a encontrada
em neonatos e adultos (Fig 2), confirmando descricdo de outros
autores (BLAZQUEZ ef al., 1970; KERVRAN & RANDON, 1980).
A partir de 21 dias fetais, ocorreu um aumento significativo na
secrecdo de insulina induzida por glicose (comparada a basal) nas
concentragdes de 8,3 mM e 16,7 mM. Esse incremento parece
significar que ocorre uma melhora na capacidade de produzir
ATP, bloquear um ntimero maior de canais de K* e/ou abrir um
maior nimero de canais de Ca?, a4 medida gque o animal
envelhece.

A secrecdo de insulina também pode ser modulada por
sistemas de segundos mensageiros. Tem sido considerado que o
aumento celular de AMPc ndo &, per se, um estimulo suficiente
para promover a liberagdo de insulina (HEDESKOV, 1980).
Embora haja certa discorddncia em relacdo a essa informacio
(MILNER et al, 1971, HOFEFMAN et al,, 1982), ndo ha ddavidas
quanto ao efeito de potencializac@o que esse nucleotidee exerce
sobre a secregdo induzida por glicose (MALAISSE et al., 1984).
Tem sido sugerido que, em fetos, a baixa efetividade da glicose
em promover secrecao de insulina pode ser causada por uma
inadequada concentragdo de AMPe (BURR, ef al, 1971;
LAMBERT, et al., 1971} Em nossos experimentos, a participacio
de eventos relacionados com o acimulo celular de AMPe foi
verificada pelo estimulo com teofilina, inibidora da
tosfodiesterase (MILNER et al., 1971; LAMBERT et al., 1971). A Fig

6 mostra gue esse sistema j& estd presente e atuante em fetos de
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19 dias (Fig 6A), pois ocorreu um aumento significativo de
secrecdo de insulina em relacdo & basal quando da estimulacao
por Teo. Embora, o incremento da secrecio de insulina tenha sido
maior no periodo pos-natal. Esses resultados estdo de acordo com
os relatados por KERVRAN & RANDON, (1980), e sugerem que a
resposta fetal depende mais dessa via do que do metabolismo da
glicose.

Outra importante componente de membrana que participa
da amplificacdo da resposta secretdria de insulina é a fosfolipase
C (TUCH et al., 1988, KELLEY ef al, 1994). O estudo desse
sistema, cujos segundos mensageiros s@o inositol 1,4,5 trifosfato
{IP3) (BERRIDGE, 1987, LAYCHOCK, 1990} e diacilglicerol (DAG)
(BELL & BURNS, 1991), possibilita uma avaliacdo do efeito de
agentes colinérgicos sobre o péncreas endécrino, como por
exemplo a carbamilcolina. A ativagdo da fosfolipase C, em dltima
andlise, induz producdo de Pz (que mebiliza Ca?* estocado ne
reticulo endoplasmético) e do DAG, responsavel pela ativagdo da
proteina kinase C. Segundo nossos resultados (Fig 8), ocorreu
aumento significativo na secre¢do de insulina guando em
presenga de carbamilcolina no meio, em péncreas provenientes
de fetos de 19 e 21 dias. Isto indica que a via da fosfolipase C ja
esta atuante no periodo fetal. Contudo, o incremento promovido
por Ceh foi mais marcante e neonatos e adultos que em fetos
Esses dados corroboram com aqueles relatados por FLETCHER &
WAYS (1991), os quais verificaram o aparecimento da isoforma «

da proteina quinase C, importante no estabelecimento da
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Cch foi mais marcante em neonatos e adultos que em fetos Esses
dados corroboram com aqueles relatados por FLETCHER &
WAYS (1991), os quais verificaram o aparecimento da isoforma o
da proteina quinase C, importante no estabelecimento da segunda
fase secretéria, somente em ilhotas de neonatos a partir de 3 dias.
Concluindo, os resultados obtidos sugerem que o periodo
perinatal representa uma fase critica para a maturagdo de etapas
envolvendo canais K*/ATP e a resposta modulada por AMPc, IP;

e DAG.



6- CONCLUSAQO

No rato, o peri.odo peri;natal, parece representar unma fase
decisiva para a maturagdo de eventos envolvidos com os canais
de K*/ ATP e a resposta secretoria de insulina modulada por

AMPc, [Pre DAG.



7- RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a maturacdo do sistema
secretor de insulina em ratos, através de um estudo temporal da
resposta secretéria frente a diferentes estimulos,

Para isso, fragmentos de péncreas (0,5 2 1 mm?) de fetos e
neonatos e ithotas adultas, foram incubados por 1 hora 4 37°C em
atmosfera de 95% O2/5% (COs. As incubacdes foram realizadas
em solucdo de Krebs-Ringer contendo diferentes concentracdes
de glicose, potassio, teofilina e carbamileolina. Apés o periodo de
incubacdo, a insulina secretada no meio, bem como, a extraida
dos fragmentos de pancreas ou de ilhotas isoladas, foram
medidas por radioimuncensaio, sendo a secre¢do expressa como
percentagem do contetido total de insulina.

Os resultados obltidos mostraram que:

1- Nao houve diferenca significativa entre a secrecio de insulina
em resposta a 2,8 e 56 mM de glicose dentro de cada grupo
estudado,, sendo maior nos grupos fetais.

2- A melhora na resposta secretdria, induzida por concentracdes
crescentes de glicose ou de potassio, fol mais acentuada durante o
periodo pds-natal.

3- Teofilina potencializou a secrecdo de insulina em todes os
grupos analisados, sendo que a resposta adulta foi a mais

expressiva.
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4- Em todas as idades estudadas, a resposta secretoria de insulina
obtida por 5,6 mM de glicose foi amplificada por carbamilcolina,

sendo contudo, mais acentuada em neonatos e adultos.
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8- ABSTRACT

The aim of this work was to study, in rats, the maturation
process of the secretory response of insulin following several
stimuli. For that, pieces of pancreas (0,5-1 mm?®) from rat fetuses
and newborns or isolated adults islets, were incubated for 1 hour
at 37 °C in 95% Oz/53% CO: atmosphere with differents
concentrations of glucose, potassium, theophylline and
carbamylcholine. Following the incubation, the insulin secreted
into the medium and extracted from the tissues, were measured
by radioimmunocassay, and were expressed as percentage of total
insulin content.

The results obtained showed that:

1- The basal secretion of insulin in response to 2.8 or 5.6 mM of
glucose was similar within each group studied. The basal insulin
secretion was higher in the foetal groups compared to the other
experimental groups.

2- The ennhanncement in the insulin secretory response, induced
by increasing concentrations of glucose or potassium, was more
pronounced in the post-natal period.

3- Theophylline potentiated the insulin secretion in all groups,
however the adult response was the most expressive.

4- The insulin secretory response obtained by 5,6 mM of glucose
was amplified by carbamylcholine in all ages studied, however, it

was more marked in newborns and adults.
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In conclusion, the perinatal period of life (19-day-old fetus
and 3-day-old newborn) appears to be decisive for the maturation
of events related to K*/ATP channels. In addition, the secretory
response modulated by cyclic AMP, inositol triphosphate, and
diacylglycerol, observed in neonatal and adult rats, also indicates
that other components of the secretory mechanism undergo

maturation.
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APENDICE



Tabela - Secrecao de insulina (% do conteudo total) por fragmentos de

pancreas fetais de 19 e 21 dias, neonatais de 3 dias e ilhotas isoladas
de ratos adultos com 90 dias, submetidos a estimulo com glicose

(G), teofilina (Teo), carbamilcolina (Cch) e potassio (K*).

ESTIMULO IDADE

19 DIAS 21 DIAS 3 DIAS 90 DIAS
G28mM 0,6610,13 (10) 0,71£0,14 (11) 0,38+0,07(8) 0,88+0,32 (5)
G 5,6 mM 0,67+0,11 (10) 0,9110,1 (14) 0,38+0,03 (9) 0,89+0,30 (9)
G 8,3mM 0,89+0,14 (8) 1,1620,09 (8)* 0,70£0,17 (11)* 1,83+0,22 (5)*
G 16,7 mM 0,900,13 (6) 1,26+0,13 (13)*  1,0610,23 (6)* 2,62+0,15 (4)*
Teo 5 mM 1,240,23 (6)* 1,60+0,29 (6)* 1,11£0,32 (9)* 3,75+0,44 (4)*
Cch 200uM  1,440,41 (5)* 1,61£0,24 (6)*  1,23%0,35 (9)*  4,43:0,31 (5)*
G 5,6 mM 1,94+0,11 (5) 1,35+0,17 (8) 1,68+0,2 (5} 1,77+0,30 (9)
K*30 mM 2,08+0,44 (4) 1,8140,33 (4) 2,41+0,43 (4 3,56x0,18 (5)**

Hstédo representados a média £ EP. Os ntimeros entre parenteses indicam o

valor de n.

*p<0,05 - teste de Krushkal Wallis seguido por comparacdes multiplas

** p<0,05- teste de Wilcoxon



