LUIS CARLOS REIS

ZSTE JXEMF(;QQ aom@&spoma& s QEMU% Einnl 2r

Tece DeEFev>iDA PELo Sre. Luis Carlos Rei's e R0~
vRDA P/GZ@ Comissmo Suvleqooen .

SECRECAO DE INSULINA E A PERMEABILIDADE

DAS ILHOTAS DE LANGERHANS AO K':

EFEITOS DA 4-AMINOPIRIDINA

Tese apresentada ao Institute
de Bioclogia da Universidade
Estadual de Campinas, para a
habilitacdo ao grau de Mestre
em Ciéncias Biocldogicas, ares

de Fisiclogia e Biofisica.

Campinas - Sac Paulo

1584 Y
%%%%ﬁ%?%i% {é%ﬁ%%%



Aos meus mestres da vida,

José e Abigail;

A minha companheira de to
das as horas,

Candida Rosa,

dedico



AGRADECIMENTOS

-~ Ao Prof. Dr. ANTONIO CARLOS BOSCHERC, pela amizade,
compreensao, orientacao segura e a oportunidade de minha ini-

ciacdo a Fisiologia das ilhotas de Langerhans.

-~ Ao Prof. Dr. LUCAS VOGEL pelo incentivo e ensina-
mentos dedicados a minha formacio dentro e fora da Fisiologia

Animal.

— Ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Univer
sidade Federal Rural do Rio de Janeiro, pela compreensao, de-

dicacdo e ao meu engajamento as Ciéncias Fisioldgicas.

- Ao Prof. Dr. ANTONIO ARI GONCALVES, pelas valiosas

sugestOes na execugac e na dissertagdo do presente trabalho.

- Aos Professores e Funcionarios do Departamento de
Fisiologia e Biofisica da Universidade Estadual de Campinas,

pela amizade e apoio na realizac&o deste trabalho.

-~ Aos Profs. Drs. ANIBAL EUGENIO VERCESI, ANTONIO ART
GONCALVES e MARCOS DIAS FONTANA, pelas sugestoes apresentadas

durante o exame de pré-banca.

- Aos Colegas Mestrandos, pela amizade e colaboracao

direta ou indireta no presente estudo.

— Aos colegas Profs. ONEIDA DIAS e AVELINC LEONARDO
DA SILVA pela amizade, incentivo e apoio operaciocnal ou espi-

ritual na realizacao deste trabalho.

—~ Aos colegas Profs. MARIA LUIZA DOS SANTOS e EDSON
DELATTRE pela amizade e valiosa colabéragéo na dosagem de in-

sulina.

—~ As Sras. MARIA AUXILIADORA VIEIRA BRITO e MARCIA



DA SILVA RICARDO DE AGUIAR pelos servigos de datilografia.

-~ Aos Srs. ESMERALDA CHETTA BORGHI e GILBERTO DA SIL

VA REIS pelos servicos de composicdo grafica.

- A minha esposa CANDIDA pelo incentivo e a revisao

dos textos.

— As Universidades Federal Rural do Rioc de Janeiro e
Estadual de Campinas, que possibilitaram a minha matricula no

Curso de POs~Graduacao.

-~ A CAPES/PICD/UFRRJ, pela concessdo da bolsa de es-—

tudo.

- A FAPESP, pelo auxilio financeiro prestado na exe-
cucao da linha de pesguisa, supervisionada pelo Prof. Dr. An-

tonico Carlos Boschero.

— Aqueles, gue nos incentivaram ou apoiaram, mas gque

involuntariamente omitimos seus nomes.

OBRIGADO



INDICE

03

T — INTRODUCEKD totireveenonenannnnnennn e
1. SECRECAO DE INSULINA t.vevenonncnacnnansasonnas

1.1. MOBILIZACAO IONICA NAS CELULAS BETA — PAR
TICIPACKO DOS TONS K* E Ca®t woerurrnnn..

1.2. ATIVACAO DO SISTEMA EFETOR - IMPORTANCIA

2+

DOS IONS Ca PARTICIPACAC DA CALMODULINA

2. ACAO DA 4-AMINOPIRIDINA E OUTRAS AMINOPIRIDI-

NAS EM SISTEMAS BIOLOGICOS

PROPOSICAO DO TRABALHO ....

II - MATERIAL E METODOS ...... ceenn

1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAD ...vevevreorcnnnenas -

2. TSOLAMENTO DE ILHOTAS PANCREATICAS DE RATO ...
3. EFLUXO DO C°Rb POR ILHOTAS ISOLADAS «..uven.-.
4. INCORPORACAO DE 1°Ca POR ILHOTAS ISOLADAS ....
5. OXIDACAO DA GLICOSE POR ILHOTAS ISOLADAS .....
6. DINAMICA DA SECRECAO DE INSULINA E EFLUXO DO

4502 POR TLHOTAS ISOLADAS +euuvnnnnnennnnnnns
7. DOSAGEM DA INSULINA SECRETADA POR ILHOTAS ISO-

---------------------

-------------------

-------------------

-------------------

09

23

24

24

24

26

28

29

31

32



8.

9.

10.

SOLUCOES ...vevennsn treetessrrecersn s

RADIOISOTOPOS E REAGENTES . .veveneenennn ceene

TRATAMENTO ESTATISTICO .v.vvvencrcnncnannan .o

IIT~ RESULTADOS i ivevesasessssncsnssssnnscscnssnsossssns

1. EFEITO DA 4-AP (10,0 mM) SOBRE A SECRECAO DE
INSULINA E O EFLUXO DE 45Ca POR ILHOTAS ISOLA--

DAS E PERFUNDIDAS .. .ivrivreravecssssosssnsnsnnas

2. EFEITO DA 4-AP SOBRE O EFLUXC DO 86Rb,POR ILHO

TAS ISOLADAS E PERFUNDIDAS, NA AUSENCIA OU NA
PRESENCA DE GLICOSE i nececeseesnssssnasenanas

3. EFEITQ DA 4-AP (10,0 mM) SOBRE A TINCORPORACAO

DE 450a,”POR TLHOTAS ISOLADAS E INCUBADAS ....

4. EFEITO DA 4-AP (10,0 mM) SOBRE ©O METABOLISMO

DA GLICOSE, POR ILHOTAS ISOLADAS E INCUBADAS .

IV — DISCUSSAD .ivcrivcennonncnncans ceartsserrereasanns
V ~— RESUMO E CONCLUSOES ......... ceraen fe s b e et e e e

VI — REFERENCIAS BIBLIOGRAFTICAS vtvvrvevcecnnamsanonsenss

34

36

37

38

38

41

51

56

58

75

79



I - INTRODUCAO

1. Secrecao de insulina

Em condigdes fisioldgicas, a manutencac da normogli-
cemia & fundamentalmente dependente da iiberagao de insulina
pelas células beta das ilhotas de Langerhans. O controle da ta
®a secretdOria de insulina & exercida por uma grande diversida-
de de fatores nutricionais, humorais e neurais (MALAISSE, 1972;
GERICH, CHARLES e GRODSKY, 1976; UNGER, DOBBS e ORCI, 1978:
CREUTZFELDT, 1979). A participacao do eixo éntero—insularrm.ﬁg
gulagao da secregao de insulina tem recebido atengdo especial
nos Gltimos quinze anos {(UNGER e EISENTRAUT, 1969; CREUTZFELDT,
FEURLE e KETTERER, 1970; PEDERSON, SCHUBERT e BROWN, 1975; CREUIZ
FELDT et allii, 1976; ROSS, BROWN e DUPRE, 1977; CREUTZFELDT
et allii, 1978; DANIEL, 1978; LARSSON et allii, 1978; CREUTZ-

FELDT, 1979).

Afora os controles extrinsecos da liberagido de. insu-
lina, tem sido propostos, mecanismos intrinsecas inerentes ao
proprio ambiente insular (ORCI e UNGER, 1975; ORCI et allii,
1975; ORCI, 1976; BENNETT e GOODENOUGH, 1978; BAETENS et allii,

1979; ROHEN et allii, 1979; UNGER, 1981; KATAOKA et allii,1982).

Usualmente, nos animais superiores, a glicose & o se-
cretagogo natural que deflagra o processo de secregao de insu-
lina pelas cé&lulas beta. No entanto, outros aglcares, aminodci
dos e acidos graxos metaboliziveis desempenham papel importan-
te, de acordo com certas condigoes fisioldgicas ou diferentes
regimes alimentares, aos guais 0 organismo animal for submeti-

dao.,

O mecanismo de secregac de insulina, envolve uma sé-



rie de eventos interrelacionados que se inicia com o reconheci
mento da glicose por um "sistema beta—glicocitoésensor“. A pro
priedade da cé&lula beta reconhecer as flutuagtes da glicemia,
- inequivocamente, depende do metabolismo da glicose. Nesse sen-
tido, a literatura tem registrado virios trabalhos abordando
este aspecto (GAGLIARDINO e MARTIN, 1966; MALAISSE, MALAISSE-
-LAGAE e MAYHEW, 1967; MATCHINSKY et allii, 1971; MALAISSE et
allii, 1976a, b, c, d; SENER, LEVY e MALAISSE, 1976: MALAISSE
et allii, 1978b, ¢, d; MALAISSE et allii, 1979a, b; ISHIBASHI
et allii, 1980). Nesse grupo de autores, MATCHINSKY et allii
(1971), apresentaram a hipOtese adicional de que o efeito in-
sulinotrdpico da glicose decorreria de uma acdo primdria em um
sitio receptor. Esta idéia foi, a segulr, progressivamente re-
batida, em favor de uma mediacdo metabdlica da -glicose. No con
junto, os resultados obtidos por aqueles'autores;convergem pa-
ra um ponto comum, a glicose precisa ser Qxidada para _gue se
inicie o mecanismo-de-secrecao de insulina. Em consequéncia -do: -
metabolismo da glicose, uma série de - produtos intermediirios
sao formados, associados a um aumento da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), adenosina monofosfato ciclico {(AMPc) e da ge
ragdo de nucleotideos piridinicos reduzidos (NADPH + H'). Em
decorréncia do aumento do potencial de oxi-reducdo das células
beta, admite~se o estabelecimento de uma cadeia de eventos in-
tegrados, gue comega com alteragoOes da permeabilidade ilnica
da membrana, e culmina com a ativagéo do sistema efetor de ex-
trusao das vesiculas secretdrias. Em revisdes pormenorizadas,
HEDESKOV (1980) e WOLLHEIM e SHARP (1981) assinalam a importé_p_
cia do metabolismo da glicose, na geragdo de sinais gque ativam
a secregéo de insulina e, adicionalmente, mencionam os princi-

"pais adeptos desta hipotese.



1.1. Mobilizacao ibnica nas células beta -~ Participacdo dos ions

K+ e Ca2+

Consequentemente ao metabolismo da glicose, uma série
de alteragoes da permeabilidade iénica, ocorre na membrana
das células beta. VArios autores tém discutido a integragao en
tre os sinais bioelétricos, induzidos pela glicose, e 0 meca-
nismo que dispara o processo secretdrio de insulina. Assim,
DEAN e MATTHEWS (1968, 1970a, b) observaram uma estreita rela-
Gao entre concentragdes de glicose introduzidas em meio perfu-
Sor e aparecimento de uma atividade elétrica tipica em células
beta impaladas. MEISSNER (1976) e MEISSNER e ATWATER (1976) de
mostraram que a repolarizacao da membrana das cé&lulas beta nao
atingia a fase de repouso enguanto se mantivesse a glicose no
meio perfusor. Esses mesmos autores constataram uma caracteris

tica bifasica da atividade elétrica das células beta, coinci-

dentes com o padrao bimodalude;secregéo“deWinsulina.‘Esses,tré----

balhos foram fundamentais para a observacdo de que -a atividade -~

elétrica das c&lulas beta, induzida pela glicose, guarda rela-~
¢Oes temporais muito proximas com a secrecdo pulsitil de insu-
lina.

Por outro lado, DEAN e MATTHEWS (1970b), MEISSNER E
SCHMELZ (1974) e ATWATER e BEIGELMAN (1976) demonstraram uma
inibigdo da atividade elétrica guando se omitiam os fons CaZ'

do meio perfusor.

Ademais, MATTHEWS e SAKAMOTO (1975), SEHLIN e TALJE-
DAL, (1975), BOSCHERO et allii (1877), ATWATER, RIBALET e ROJAS
(1978), HENQUIN (1978a) e MALAISSE et allii {1978a) direta ou
indiretamente comprovaram gue a reducao do éfluxo do K+ € a al

teragao da permeabilidade idnica mais precocemente induzida,



quando ilhotas pancredticas sac perfundidas na presenca de gli
cose. Esta retengdo transitdria de Ions K" contribui efetiva-
mente para a despolarizacao inicial das células beta e disparo
de uma atividade elétrica ritmica, intimamente associada com a
secregao de insulina., Em analogia, HENQUIN (1977) demonstrou
uma potencializacgao da secrecdo de insulina provocada pelo te-
traetilambnio (TEA), um blogueador dos canais de K" - voltagem
dependentes. Obtendo resultados concordantes, CARPINELLI e MA-
LAISSE (1980), demonstraram gue o TEA induz uma agdo sinérgica

com a glicose sobre a redugaoc do efluxo do K",

Em recente estudo, BOSCHERO et allii (1982}, demons-
traram gue a menadione (um aceptor de elétrons), antagoniza o
efeito depressor da glicose sobre a conduténcia“do-K+; inibin=-
do a atividade elétrica das cé&lulas beta. Essas conclusoes fo-
ram parcialmente elaboradas a partir de resultados previamente
obtidos, por MALAISSE et aliii (1978¢c, -d) . Esses autores obser -
varam gue a menadione reduz a disponibilidade:metabdlica de ATP
e nucleotideos piridinicos reduzidos e inibe a taxa secretodria

de insulina.

Similarmente, BOSCHERO et allii (1983), demonstraram
uma inibicdo da atividade elétrica das células beta, induzida
pela valinomicina {um iondforo de K+); Esses autores conclui-
ram gque a agao inibitdria da valinomicina sobre a secregao de
insulina deve-se, basicamente a uma interferéncia com a despo-
larizagao da membrana, induzida pela glicose. O antibidtico au

menta a permeabilidade da membrana ao K+, hiperpolarizando-a.

Estudos sobre a inibigao da permeabilidade do K+Emic§
lulas beta tem sido adicionalmente realizados por ATWATER et

allii (1973) e ATWATER, RIBALETE e ROJAS (1979} dentre outros.



- +
Os fluxos de ions Na , Ca2+, contratransporte Na+/Ca2+, bonmbas

Ca2+ ATPasica e Ra+/K+ ATPasica, foram amplamente investigados
por DONATSCH et allii (1977), HERCHUELZ, LEBRUN e MATLAISSE
11980), HERCHUELZ et allii (1980a, b), HERCHUELZ e MALAISSE
(1980a, b), SIEGEL et allii (1980), HENQUIN E MEISSNER (1982) e
LEBRUN, MALAISSE e HERCHUELZ (13982). Dentre os resultados obti
dos, ficou patente que a redugéo da permeabilidade ao K+, indu
zida pela glicose, contribui para a ativacgdo subsequente da per

meabilidade do Ca®’

- voltagem dependente. Por sua vez, os in-
fluxos de Ca2+ - voltagem dependentes geram uma atividade elé-
trica tipica, caracterizada por "bursts de potenciais de acgao",

associados com taxa secretdria de insulina aumentada.

Interessantemente, RIBALET e BEIGELMAN (1979}, ATWATER
et allii (1980) e ATWATER, GONGCALVES e ROJAS (1982), consoli-
daram, efetivamente, que o padrac da atividade el&trica da mem
brana das células beta & determinada por uma oscilacgado da per-

meabilidade ao“K+.

Estudos sobre a redugac do efluxo do"K+,-secreg§0 de
insulina e geragao de atividade elétrica induzidas por barbitu
ratos, foram recentemente desenvolvidos por BOSCHERO, GONCAL-
VES e LANGONE (1982), DIAS et allii (1982) e GONCALVES et allii
(1982) . Em contrapartida, estudos sobre a ativagao da permea-
bilidade do K+, ativada pelo aclmulo citosdélico de ions Caz+,
foram desenvolvidos por MATTHEWS e SAKAMOTO (1975), ATWATER e
BELGELMAN (1976), ATWATER et allii (1979) e BOSCHERO e MALAIS-
SE (1979).

Adicionalmente, HENQUIN (1979}, sugeriu gue assim co-
mo em outras células excitdveis, o aclmulo gde Ca2+ citosdlico,

decorrente de seu influxo aumentado ou do blogqueio do contra-

transporte Na+/Ca2+, contribui parcialmente na ativagao do me-



canismo que regula a permeabilidade do kY em cé&lulas beta. Mais
gue isto, o actmulo subcelular de Ions Ca2+ parece limitar a
acao inibidora da glicose sobre o efluxo do K. Nesse sentido,

ATWATER et allii (1279}, apresentaram resultados concordantes.

A integracg3o entre eventos metabdlicos, catidOnico-elé
tricos e secretdrios foram pelo menos em parte discutidos ou
revisados por MALAISSE et allii (1978a, b, ¢, d), BOSCHERO (1979),
ATWATER (1980), HEDESKOV (1980), DELATTRE (198l) e WOLLHEIM e

SHARP (1981).

1.2, Ativac8o do sistema afetor - Importl@ncia dos ions ca®t e

participacao da calmodulina

0O desencadeamento do processo secretdrio, reguer a
ativacdo do citoesgueleto das c&lulas beta, constituido por mi
crotibulos, microfilamentos e membrana plasmatica. Uma série
de autores tem demonstrado a impbrténcia dos ions Ca2+ para a
ativagéo desse sistema efetor. Assim, GRODSKY e BENNETT (1966),
MILNER e HALES (1967), CURRY, BENNETT e GRODSKY (1968), LaM-
BERT et allii (1969), MALAISSE, BRISSON e MALAISSE-LAGAE (1970),
MALAISSE (1972, 1975), MALAISSE e PIPELEERS (1973), HELLMAN
(1975), FUJIMOTO e ENSINCK (1976), HELLMAN (1277) e MALATSSE
et allii (1978b) em diferentes preparagoes, apresentaram tra-
balhos gue comprovaram a participacgao dos Ions ca®t no mecanis
mo de liberagdo de insulina induzido pela glicose. Os resulta-
dos obtidos confluiram para uma idéia comum que defende a par-
ticipagac do ca?? dentro de uma faixa de concentracao critica.
Esta mesma corrente estabeleceu a existéncia de uma estreita

relacdc funcional, entre quantidade de insulina secretada e



concentracoes de ca®? no meio extracelular., Por outro lado,

WOLLHEIM et allii (1978) e KIKUSHI et allii (1979) concluiram

que a din8mica de secregdo de insulina induzida pela glicose,
efetivamente, obedece a um padrao bifisico. Segqundo esses auto

res, a primeira fase do mecanismo secretdrio & ativada por

ions Ca2+ prontamente disponiveis no citosol e a segunda fase,

dependeria ainda de Ca2+ citosb6lico estocado em organelas sub-

celulares e, subsequentemente, do cation proveniente do meio

extracelular,

A distribuicdo de ions ca?? por compartimentes intra-
celulares, (vesiculas secretdrias, mitocdndria, reticulo endo-
plasmético e membrana celular) e a participacdo de cada compar
timento na libertagdo do calcio ativador, foram amplamente es-
tudados por HERMAN, SATO e HALES (1973), HOWELL e TYHURST (1976a,
b), BLOOM et allii (1977), HOWELL (1977), HENQUIN (1578b) e SEH
LIN (1981). Opinides concordantes em torno da proposigao de que
os lons Ca2+ sao os- fatores que deflagram o mecanismo secretd- -
rio de insulina, ativando o sistema efetor, foram discutidas
em revisoes de OSTLUND (1977}, MALAISSE e ORCI (1979), HEDESKOV
(1980), TALJEDAL (1931), WOLLHEIM e SHARP (1981) e SUTTER (1982).
Apbs a comprovagao de que o Ca2+ ionizado € o fator citosblico
que dispara o mecanismo secretbdrio, criou-se o axioma segundo
o gual, todo agente estimularia ou inibiria a liberagao de in-
sulina, de acordo com a sua habilidade em afetar, direta ou in

diretamente, a concentragao intracelular do cation.

Analisando o processo secretOrio de insulina, SOMERS
et allii (1979}, estudaram por intermédio de cinemicrografia, o
transporte de vesiculas secretdrias realizado pelo citoesguele
to de células do 95ncxeas enddcrino. Esses estudos concluiram,

gque o sistema microtubular & responsdvel pela translocacao de



vesiculas secretdrias, orientadas centrifugamente, em movimen-
to saltatdrioc, ao longo do citoplasma. De outro modo, a rede
microfilamentar se encarregaria do controle do acessc final

das vesiculas secretdrias aos sitios exocitdticos.

Anadlises da participagdo do citoesqueleto das cé&lulas
beta, no mecanismo de secregéo de insulina, foram efetuadas em
revisoes de LACY e MALAISSE (1973), OSTLUND (1977), MALAISSE
e ORCI (1979) e recentemente por SWANSTON-FLATT, CARLSSON e

GYLFE (1980) e HOWELL e TYHURST (1982).

Alguns autores té&m analisado a participacido da calmo-
dulina na fisiologia das células beta. Assim, SUDGEN, CHRISTIE
e ASHCROFT (1979) e SCHUBART, ERLICHMAN e FLEISCHER (1980}, in
vestigaram a presenca e o possivel papel da calmodulina, como
reguladoras de processos Ca2+ - dependentes e VALVERDE et allii
{1979) e SHARP et allii (1980), detectaram uma estimulacao da
adenil ciclase e um aumento da produgﬁo.de AMP ciclico, em ilho
tas pancreaticas perfundidas na presenca de glicose. GAGLIAR-
DINO et allii (1980) e VALVERDE et allii (198l1l), fizeram anéli
ses similares acerca da ativacao da adenil ciclase e proteina

guinase em células beta.

Por fim, KRAUSZ et allii (1980), pesguisaram © prova-
vel papel da calmodulina, no mecanismo de secrecgao de insuli-
na, utilizando a trifluoperazina, em inibidor seletivo das fun
¢oes moduladas pelo complexo Ca2+ - calmodulina. Os autores de
monstraram gque a trifluoperazina inibe a secrecdo de insulina
provocada pela glicose ou gliceraldeido. Este resultado suge-
riu gque a etapa calmodulina-sensivel naoc ocorre antes da pro-
dugao de trioses no metabolismo da glicose. Contudo, nao se ob
servou gqualquer efeito inibitdrio da trifluoperazina, dJdurante

a liberag&o de insulina induzida pelo 3-isobutil, l-metilxanti



na. Isto fortemente indica gue a calmodulina, nao estd envol-
vida, de "per se" no processc de exocitose, © gue por sua vez
sugere que todas as. etapas entre a elevacgao de Ca2+ citosdlico
e exocitose, nao parece depender da calmodulina. Ou seja, a cal
modulina provavelmente participa, no mecanismo de secrecao de
insulina evocado pela glicose, num sitio entre o metabolismo
das trioses e a elevagac do ca®? citosdlico, mas nao  estaria
envolvida no processo final de exocitose. Esta conclusdo esta
parcialmente em desacordo com 08 resultados obtidos por SHEA-
VES, BOWMAN e HOPE (1980), SHEAVES e HOPE (1980), em neurosse-
cretossomos de hipdfise posterior e GAGLIARDINO et allii (1980),
em ilhotas pancreadticas, que evidenciaram o envolvimento do

2+ . A
complexo Ca - calmodulina no processo de exocitose.

2, Acao da 4-aminopiridina e outras aminopiridinas em siste-

mas bioldgicos. .

As aminopiridinas sao compostos heterociclicos e anfi
filicos. Particularmente a 4-aminopiridina (4-AP), instrumento
do presente estudo, & constituida de um nlicleo piridinico hi-
drofdbico, uma cabeca polar, representada pelo grupo aminc na
posicaoc 4, e um nitrogénio do ambnio quaterndrio, gque contri-

bui para a polaridade da molécula,

A 4-AP exerce pronunciados efeitos no sistema nervo-
$O0 central, permeando com relativa facilidade as barreiras cor
porais (FASTIER e McDOWALL, 1958 apud BOWMAN, KHAN e SAVAGE,
1977). Naoc obstante, os estudos de ALBERT {1963, apud HERMANN
e GORMAN, 1981), estimaram que a molécula se converte predomi-

nantemente para a sua forma catidnica no pH neutro (pKa = 9,36
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a 160C). A carga da molécula protonada & deslocada segundo duas

formas extremas representadas:

+
H2 NHZ

Sabendo gue no pH fisiologico, a forma protonada da
4-AP & a predominante, BOWMAN, KHAN e SAVAGE (1977) admitiram
a possibilidade de que a molécula pode permear as menbranas bio
16gicas por um mecanismo de transporte mediado '(tipo difusao

facilitada) ou atraves de difusao aguosa.

Por outro lado, nao pode ser excluida a idé&ia, de que
a forma nao dissociada, sendo extraordinariamente lipossoli-
vel, empreenda'um rapido fluxo unidiredional que permita uma
significativa concentragao molar da.droga no meio intracelu-

lar. Isto seria diretamente dependente das constantes de velo-

cidade de reagao, droga nao dissociada g droga disso-
ciada. k2

Os primeiros relatos acerca de uma acgao bioldgica das
aminopiridinas foram realizados por DINGEMANSE e WIBAUT (1928,
apud BOWMAN, HARVEY e MARSHALL, 1977) gue provocaram crises con
vulsivantes em anfibios. Por longos anos, varios pesguisadores
investigaram as propriedades convulsivantes das aminopiridinas
até gue HAXTHAUSEN (1955, apud BOWMAN, KHAN e SAVAGE, 1977) e
FASTIER e McDOWALL {1958 apud BOWMAN, KHAN e SAVAGE, 1977) de-
monstraram varios efeitos cardiovasculares e efeito facilita-

torio sobre a transmissac neuromuscular em ratos e anfibios,
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por alguns de seus isOmeros,

Antagonismo e reversdao dos efeitos depressores da d-
tubocurarina (d-Tc) e outros curarizantes sobre a contracido e
a transmissao neuromuscular, foram demonstrados por LEMEIGNAN
e LECHAT (1967) e SOBEK et allii (1968), PASKOV, STAENOV e MI-
ROV (1873) e BURLEY e JACOBS (1977) "in vivo" ou em preparacio
neuromuscular de anfibio. Assim, STOYANOV et allii (1976) pre-
conizaram a administragao clinica de 4-AP como agente terapéu-
tico suplementar na reversao de blogqueic neuromuscular provoca

do por substancias curarizantes.

Varios estudos foram realizados em uma variedade de
preparagoes experimentais onde se procurou identificar o subs-
trato estrutural e fisiolOgico de atuacdo das aminopiridinas.
Desta forma, CHANELET e LEMEIGNAN (1969), LEMEIGNAN, CHANELET
.e SAADE (1969), LEMEIGNAN (1971, 1972, 1973) e SAADE, CHANELET
e LONCHAMPT (1971), demonstraram em preparag6es isoladas de te
cido nervoso e por microinjegoes de 4-AP em medula espinhal de
gato, gque a acgao convulsivante da droga € consequente a um au-
mento da excitabilidade nervosa. Por sua vez, o aumento da neu
roexcitabilidade, seria decorrente de uma despolarizagao par-
cial da membrana neuronal, diretamente induzido pela 4-AP. Nes
ta mesma ocasiio, PELHATE, HUE e CHANELET {1972}, HUE, PELHEATE
e CHANELET {(1973) e PELHATE et allii (1974) constataram gque o
efeito convulsivante da droga era primariamente dependente de
uma agdo inibitdria sobre a fase de repolarizacdo do potencial

de agao, em axdnio gigante de inseto.

O ponto culminante dessas investigacoes foi atingido
através de resultados obtidos por PELHATE e PICHON (1974) e ME
VES e PICHON (1975 e 1977) gue, respectivamente, em axdnio gi-

gante de inseto e de lula, detectaram uma inibicd3o seletiva da
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P + ~
condutancia do K - voltagem dependente, em situacles onde as
preparagoes eram perfundidas interna ou externamente com con-

centragoes micromolares de 4-AP.

GILLESPIE e HUTTER {(1975) verificaram gue ¢ blogueio
da condutancia do K+ -~ voltagem dependente, em misculo esque-
lético de anfibio, variava de maneira crescente, 3 media em que
se aumentava o pH do meio para valor prbéximo ao do pKa da 4-AP.
Adicionalmente, observaram gque o retardo da repolarizagéo, in-
duzido pela droga, era menos pronﬁnciado quando se aplicava

um pulso despolarizante mais intenso a preparacao.

MOLGO, LEMEIGNAN e LECHAT (1975), demonstraram em pre
paragao neuromuscular, um efeito estimulatdrio da 4-AP sobre a
amplitude do potencial de placa terminal e do contefido quantal
de secrecdo . do neurotransmissor, associados a um prolongamen-—
to da fase de repolarizag¢do do potencial de acao muscular. Por
outro lado, LEMEIGNAN et allii (1975), detectaram um aumento
da velocidade méxima de despolarizacdo e reduciao dos efeitos

quinidinicos em fragmentos de coragdo de cobaio expostos & 4-AP.

ULBRICHT e WAGNER (1976) demonstraram remocao parcial
do bloqueioc da condutancia do K+, apds aplicacao de pulso des-
polarizante em membrana nodal de fibras mielinicas, enguanto
gue, LLINAS, WALTON e BOHR (1976) evidenciaram descargas repe-

titivas em fibras pré e pds-sinépticas.

LLINAS e HESS (1976, apud NICHOLSON, TEN BRUGGENCATE
e SENEKOWITSCH, 1976) e NICHOLSON, TEN BRUGGENCATE e SENEKO-
WITSCH (1976) detectaram corrente de Ca2+ em células de Purkin
je cerebelares e, secundariamente, um aumento da condutincia
do K+, eventos ifnicos gue os autores assinalaram como seme-

lhantes aos da depressdo alastrante.
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HUE et allii (1975, 1976) em gdnglio nervoso de inse-
to, JOHNS et allii (1976) em vaso deferente de coelho e SCHAUF
et allii (1976) em preparagdes neuromusculares de crusticeos,
verificaram que efetivamente, a 4-AP estimulava a transmissao
sindptica, por intermédio do aumento da liberagdo de  neuro-

transmissor.

A utilizagao da 4~AP como elemento farmacoldgico de
avaliacao da condutancia do k¥ foi sugerida por YEH et allii
(1976}, a partir de estudos em axbnio gigante de lula. Nesta
preparagao, os autores reproduziram resultados que reforcaram
o conceito de gque o bloqueio da condutidncia do K" provocado pe
la 4-AP, era substancialmente atenuado, guando se elevava o jsie}
tencial para valores mais positivos. Mesma observagao foi fei-
ta gquandc se aumentava a duracgao ou a freqliéncia dos pulsos des

polarizantes aplicados ac sistema apreciado.

Por sua wvez, HARVEY e MARSHALL (1977a) verificaram que
também as diaminopiridinas (2,3 - 2,6 e 3,4 diAP) eranm capazes
de facilitar a transmissao neuromuscular e aumentar a libera-
¢ao espontdnea ou evocada, de acetilcolina em preparacio neuro
muscular de aves. Resultados semelhantes, com 4-AP, foran obti
dos por MOLGO, LEMEIGNAN e LECHAT (1977, 1979) em  preparacao

neuronuscular de anfibio.

LEANDER, ARNER e JOHANSSON (1977) detectaram um efei-
to estimulatdrio da 4-AP sobre a atividade mecdnica da vela por
ta de rato. Os autores assinalaram que o efeito contratil fora
decorrente da liberagao de noradrenalina dos terminais adrendr
gicos, gue, por sua vez seria desencadeado por um blogueio da
condutancia do X' na membrana pré~-sindptica. Em concordancia
com esses resultados, KIRPEKAR, KIRPEKAR e PRAT (1977),de igual

maneira, constataram um auments da Eiberagéo de noradrenalina
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em bago de gato perfundido. Os autores, desta feita, explica-
ram tal efeito como sendo decorrente do prolongamento do poten
cial de agao do terminél adrenérgico, através do bloqueio da
condutancia do K+. Esses eventos possibilitariam um maior in-
fluxo de ions Ca2+ no terminal nervoso, responsavel pela ativa

cac do mecanismo neurossecretdrio.

De cutro modo, BOWMAN, KHAN e SAVAGE (1877) observa-
ram que a 4-AP consegula reverter os efeitos miorrelaxantes do
dantroleno sddico (droga que parece restringir a liberacgadao do
Ca2+ ativador do reticulo sarcoplasmitico para o espaco miofi-
brilar ), em preparacao nervo frénico-hemidiafragmatica de ra-
to. Os autores chegaram a sugerir gque a 4-AP, de alguma manei-
ra, torna os ions Ca2+ mais disponiveis para o processc de aco
plamento excitagao-contragado. Possivelmente a forma protonada
da molécula, deslocaria os Ions ca’t de seus sitios de ligagao

intracelulares.

Até aqui, todos os efeitos excitatdrios da 4-AP, basi
camente, foram explicados, como resultantes de uma agéo direta
da droga sobre os canais de Kt - voltagem dependentes, produ-
zindo um blogueio da condutancia do K+. Este evento se associa
ria a um retardo da fase de repolarizacdo e prolongamento do po
tencial de acao. Consequentemente, a manutencao do estado de
despolarizacao da membrana, por um intervalo de tempo mais di-
latado, proporcionaria uma intensificacao do influxo de Ions
Ca2+, responsaveis pela ativacao de varias fungOes fisioldgi-
cas da célula.

Neste meic tempo, BOWMAN, HARVEY e MARSHALL (1977) e

HARVEY e MARSHALL (1977b), em preparacao neuromuscular de aves,

reuniram evidéncias que reforcaram a hipOtese de gue o efeito
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das aminopiridinas, em jungOes mioneurais, se originaria, efe-
tivamente, de uma agdo inibitdSria da droga sobre a condutincia
do K+ ~ voltagem dependente. Ademais, os autores propuseram
que além do influxc de CaZ& propercionado pela desporalizacgag
as aminopiridinas teriam a propriedade de deslocar ions Ca2+
de sitios de ligacdo da membrana pré e pds-sindptica. Conclu-
soes semelhantes foram elaboradas por GLOVER (1978) em fragmen
tos de artéria de coelho, KIRPEKAR, KIRPEKAR e PRAT (1978), em
baco perfundido de gato, KLEE (1978a, b), em neurdnios de mo-
luscos, MORITOKI et allii (1978}, em ileo isolado de cobaio,
SEE, FOLGERING e SCHLAFKE (1978), em regides quimiorreceptoras
de medula oblonga, SHAPOVALOV e SHIRIAVEV (1978), em juncgoes
eletrotOnicas de medula espinhal de anfibio, SINGH, MARSHALL e
HARVEY (1978), em preparacac nervo frénico-hemidiafragmitica de
camundongo e por HOSLI, ANDRES e HOSLI (1979), em cultura de cé

lulas nervosas, dentre outros.

Por outro lade, LUNDH, NILSSON e ROSEN (1977), LUNDE
e THESLEFF (1977), AGOSTON et allii (1978) e LUNDH, NILSSON e
ROSEN (1979), demonstraram gue a 4-AP atenuava a depressao da
transmissao neuromuscular do sindrome de Eaton~Lambert e da
miastenia gravis e provocava uma liberacaoc maciga de newotrans
missor em preparagao neuromuscular de anfibio. A intensa libe-
ragao quantal de acetilcolina foi intimamente associada 3 des-
polarizacao da membrana sub-siniptica, e ac desencadeamento de
uma corrente regenerativa de influxo, carreada por ions Ca2+,
mesmo na presenca de tetrodotoxina. Para todas as situagoes es
tudadas, o©os autores propuseram, alternativamente, que a 4-AP
poderia agir, de forma direta, sobre os canais de Caz+ - volta

gem - sensiveis. Esta hipbtese foi reforcada a partir dos tra-

balhos descritos por JANKOWSKA et allii (1977), em medula es-
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pinhal de gato, LUNDH (1978) e ILLES e THESLEFF (1978) em pre
paragao neuromuscular de anfibio, YANAGISAWA, SATOH e TAIRA
(1978) , em nodo sinoatrial isolado e perfundido de cao, GALIN-
DO e RUDOMIN (1978), em medula espinhal de gato e por MOLGO,
LEMEIGNAN e LECHAT (1979), LEANDER e THESLEFF (1980), MARTI-
NEZ~AGUIRRE et allii (1981), ENOMOTO e MAENO (1981), MOLGO e
THESLEFF .(1982) e THOMPSON (1982), dentre outros, em uma varie
dade de preparag¢oes. Adicionalmente, LUNDH (1978) demonstrou
que o efeito da 4-AP sobre o influxo de Caz+}é independente de

energia metabdlica,

Procurando invesﬁigax a provavel origem dos efeitos
excitatdrios da 4-AP, LUNDH, LEANDER e THESLEFF (1977), sugeri
ram que © antagonismo exercido pelas aminopiridinas sobre a pa
ralisia muscular, produzida pela toxina botulinica, seria devi
do & associagdo de dois fatores: - a 4~AP facilitaria um maioxr
influxo de Ions Ca’' durante os potenciais de agao pré-sindpti
cos e, adicionalmente, permitiria uma maior concentragao &3C§+
livre, disponivel no telodendro. Este ultimo efeito, poderia
estar relacionado com a suposta propriedade da 4-AP, dgue envol

2+

veria uma restrigac da ligacdo de ions Ca“’ com sitios subcelu

lares.

Avaliando outros parametros, MEVES e PICHON (1977}, de
monstraram gque a 4-AP era capaz de bloguear tanto a corrente
de efluxo como a de influxo de K+, quando aplicada interna ou
externamente em axOnio gigante de lula. Os autores assinalaram
que o blogueic da corrente de efluxoc de K+, era atenuado em to
das as situagGes em que se aplicavam pulsos despolarizantes a
uma freguéncia ou amplitude aumentadas. Em ambas condigoes, ha
veria um deslocamento de moléculas de 4-AP, de seus sitios de

blogueio.
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Atividade elétrica automatica foi demonstrada em axd-
nio gigante de lula por GOLENHOFEN e MANDREK (1978), guando se
introduzia a 4-AP em meio contendo tetrodotoxina. ©Os autores
sugeriram um efeito adicional da droga, ainda desconhecido, uma
vez que previamente era sabido, gue outros blogueadores da con
dutdncia do K+, ndo conseguiam, de "per se", induzir automati-
cidade na mesma preparagac com tetrodotoxina. J& JACOBS e BUR-
LEY (1978), verificaram, que além de aumentar a amplitude dos
potenciais de placa términal, a.4—AP promoveria um aumento da
densidade dos sitios de liberacdo gquantal de transmissor, em
jungoes neuromusculares de anfibio. Proposicdo semelhante foi
realizada por LUNDH (1979), guando analisaram pardmetros esta-
tisticos da liberagdo de neurotransmissor em jun¢des neuromus-

.culares.

Reforgando a hipOtese de gue as aminopiridinas influen
ciam a atividade do Ca2+, SINGH, MARSHALL e HARVEY (1978), MOL
GO et allii (1979), WEIDE e LOFFELHOLZ {1980) e UCHIYAMA, MOL-
GO e LEMEIGNAN (1981), demonstraram que as referidas drogas eram
capazes de reverter o blogueio da transmissao sinaptica, indu-
zido por antibidticos aminoglicosideos ou pentobarbital, em pre
paracgoes neuromusculares e vago-coragao isolado. Nesse sentido,
convém assinalar gue pelo menos no caso dos antibidticos amino
glicosidicos, o blogueic da transmiss3o neuromuscular & resul-
tante de uma competigao gue essas substancias exercem com oOs
fons ca’” pelo mesmo sitio réceptor na membrana pré& - sindptica

(VITAL BRAZIL e PRADO-FRANCESCHI, 1969).

Resultados surpreendentes foram relatados por NICHOL-
SON et allii (1978) gue basicamente confirmaram as conclusoces
de NICHOLSON et allii (1976) e NICHOLSON, TEN BRUGGENCATE e SE

NEKOWITSCH (1877) de gue a aplicacao tdpica de 4-AP em cerebe-
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lo de gato, paradoxalmente, induzia um aumento da concentra-
gao extracelular de k", Este evento foi acompanhado de uma re-
ducao da concentragdo extracelular de Ca2+, simulando um qua-
dro idnico similar ac desencadeado pela depressic alastrante em
tecido nervoso. Conclusdes andlogas foram efetuadas por SZENTE

e PONGRACZ (1979) e KOCSIS, MALENKA e WAXMAN (1980, 1981).

ILLES e THESLEFF (1978) elaboraram novas hipoteses a-
cerca dos mecanismos ativados pela 4-AP, durante a liberacao do
transmissor colinérgico em juncOes neuromusculares. Esses auto
res preconizaram que a 4-AP aumenta a eficidcia do transporte
de Ions Ca’’ através da membrana pré-sinaptica. Tal efeito po-
deria ser resultante de um aumento do nimerc de canais de Ca2+

ativados ou, alternativamente, de uma maior capacidade de trans

porte de cada canal.

Desenvolvendo estudos farmacoldgicos, para avaliar o
sitio subcelular de agdo da toxina botulinica, SIMPSON (1978},
sugeriu que a 4-AP reverte os efeitos depressores da toxina,
aumentando a afinidade de determinada molécula da membrana pré

2+

sindptica, aos Ions Ca“ . Esta molécula seria um componente do

sitio distal de liberacdo do transmissor (sitio exocitdtico).

Em fibras cardiacas de Purkinje, isoladas, KENYON e
GIBBONS (1979) demonstraram uma agao inotrdpica positiva produ
zida pela 4-AP. Os autcres concluiram gue o referido efeito se
ria decorrente de um aumento do influxo e/ou de uma redugae do

2+ - .
. Resultados e conclusoes similares foram relatﬁ

efluxo do Ca
dos por WOLLMER, WOHLFART e KHAN {1979), em misculo papilar car
diaco, isolado e por YANAGISAWA e TAIRA (1979), em +trabéculas
de musculo ventricular cardiaco. Todavia, resultados mais con-~

clusivos em tecido cardiaco, foram obtidos por WOLLMER, WOHL~

FART e KHAN (1981). Esses autores propuseram gue a agac inotrd
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pica positiva, provocada pela 4~AP, em misculo papilar, decor-
reria da associacdo de varios efeitos interdependentes. Assim,
o prolongamento do potencial de ag¢doc evocaria um maior influxo
e maior mobilizacao de Ions Ca2+ do reticulo sarcoplasmitico e,
corsoguentemente, maior disponibilidade do cation para a ativa -

¢do do acoplamento estiImulo-contracio.

A agao da 4-AP sobre o influxo de Ions Ca2+, foi tam~
bém verificada por SAND, HAUG e GAUTIVIK (1980), em cdlulas lac

totrofas de hipofise de rato.

Por outro lado, HORN, LAMBERT e MARSHALL (1%79) com-
pararam as agoes de um andlogo guaterndrio da 4-AP (metil-iode
to de 4-aminopiridina, 4-APMI) com és da propria 4-AP, em pre-
paragac neuromuscular de anfibio. Demonstrou-se que a acdo da
4-AP sobre todos os parametros funcionais analisados (reversao
do blogueio neuromuscular provocado pela d-tubocurarina, ampli
tude de contracgac muscular e indice gquantal de potenciais de
placa terminal, era superior a do seu anidlogo estrutural. O
efeito superior da 4-AP sobre o conteiido quantal de transmis-
sor liberado, fol provavelmente devido, a uma agéo mais eficaz
da droga, exercido sobre a libexagéo de ions Ca2+ de organelas
sarcoplasmiticas. A distingao dos efeitos da 4-AP sobre os do
seu analogo guaternario, foram explicados, como decorrentes da
maior lipossclubilidade da primeira, que teria acesso mais fa-

. 2+
cil aos estoques de Ca intracelulares.

Em fibras musculares esqueléticas isoladas, de rato
e anfibio, KHAN e EDMAN (1979), comprovaram que a 4-AP poten-
cializava a amplitude contratil. Conguanto tenham defendido a
hipbtese, de que o efeito excitatdrio da 4-AP, fora resultan-
te de um prolongamento do potencial de agao muscular, integra-

s . gl - 2'*" - -
do a uma maior liberacao de iIons Ca do reticulo sarcoplasma-



20.

tico, os autores admitiram, adicionalmente, que a amina piridi
nica exibiria uma acgao inibitdria sobre o mecanismo de recapta
cao do cation pela organela. Por sua vez, MARSHALL, LAMBERT e
DURANT (1979) demonstraram gue o efeito estimulatdrio da 4~AP,
sobre a atividade contratil do miisculo esqguelético era inibido
pela introdugao de Mg2+ ac melio. Esses resultados foram simila
res aos obtidos pro ZETLER e SOWOIDNICH (1980) gue detectaram
um antagonismo da 4-AP sobre os efeitos depressores da estimu-
lagao por baixa freguéncia, tetrodotoxina, procaina ou magné-

sio, em vaso deferente de cobaio.

Fazendo uma caracterizagao farmacoldgica dos canais
idnicos de axénios amielinicos, PICHON (1981), estudou as pro-
priedades fisico-quimicas da molécula de varias aminopiridinas,
para identificar os mecanismos de interagao com sitios de liga
¢ao do canal de K" - voltagem dependente. Nesta investigacgaog o
autor demonstra como molécula de 4-AP pode ser deslocada de seu
sitio de ligagac do canal de K', acompanhando o campo elétrico
transmembrana, durante a imposicao de um pulso despolarizante.
0 deslocamento da molécula de 4-AP ionizada, ocorreria de modo
similar ao influxo de cdtions gue se desencadeia durante a des

polarizacao da membrana celular.

Trabalhando com preparagao neuromuscular de anfibio,
BURLEY e JACOBS (1981), sugeriram a existéncia de um outro si-
tio ou mecanismo, através do gual a 4~AP potencializa a libe-
racao de transmissor colinérgico. Os autores trouxeram evidén-
cias de que o efeito estimulatbrio da 4-AP, nao pode ser expli
cado apenas com base na sua agac sobre os canais de Ca2+ - vol
tagem sensiveis. Fundamentados em resultados prévios (JACOBS e
BURLEY, 1978}, concluiram que a 4-AP aumenta a densidade de si

tios de liberagdo no terminal pré&-siniptico, ou por outra, in-
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tensifica a liberacdo de vesiculas secretdrias, na zona ativa
de exocitose. Esse mecanismo, parece depender de um nivel oti-
mo de Ions Ca2+ livre, no lado axoplasmatico, uma vez que a in
trodugio de agentes quelantes de cations divalentes ao meio,

abole totalmente o efeito da 4-AP. Resultados comparaveis, fo-

ram assinalados por TOKUNAGA, SANDRI e AKERT (1979).

HERMANN e GORMAN (1978, 1981), estudaram os efeitos
da 4-AP sobre correntes de K+, em neurdnios marca-passo de mo-
luscos. Assim, conseguiram detectar uma extraordinidria ativa-
cao da corrente de K+, sensivel ao aciimulo de Ca’’ citosdlico
(iKCa), guando se introduziam, eletroforeticamente, 3Ions CaZ%
e concentragaes elevadas de 4~AP (> 5,0mM), em meio isento do
cation e éontendo tetrodotoxina. Resultados similares foram re
produzidos quando se aplicava a 4-AP externamente. Diante dos
resultados inesperados, os autores admitiram a hipdtese de uma
agdo direta da 4-AP sobre o mecanismo de ativacdo da condutdn-
cia do K+ por ions Ca2+. Nesta proposicao, concebeu-se gue a
molécula de 4-AP pode afetar a posicdo do sitio de ligacdo de
ions Ca2+ ou alterar a sua afinidade pelo cation. Nesse grupo
de neurdonios estudados, uma significante fragéo {cerca de 85%
a + 20mV} da corrente de efluxo total, & carreada pela corren-

te de K+, Caz+

- sensivel, e uma fracao menor (cerca de 15% a+
20mV}, pela corrente tardia de K+, ativada pela despolarizacao
da membrana. Mediante a constatacao fenomenolbgica, das propor
gées de cada componente da corrente de efluxo do K+, 0s auto-

res chegaram & conclusao de gque o drastico aumento da iK pPro

Ca’

duzido por altas concentragoes de 4-AP, mascarou qualguer redu
~ + : .

cao da corrente tardia de K , concomitantemente, induzido pela

droga. Adicionalmente, explicaram os resultados paradoxais, ob

tidos por NICHOLSON, TEN BRUGGENCATE e SENEKOWITSCH (1976}, em
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cerebelo de gato, baseados na mesma hipdtese aventada para os

neurdnios marca-passo de molusco.

De outro modo, AHREN, LEANDER e LUNDQUIST (1981), ana
lisaram a glicemia e a2 insulinemia de camundongos intactos ou
adrenalectomizados e simpatectomizados quimicamente com 6-hi-
droxidopamina, e submetidos & administracdc de duas doses di-
ferentes de 4-AP (0,26 e 26u/kg de peso). A aplicagdo da dose
maior de 4-AP em camundongos intactos, produziu uma notivel e~
levagao da glicose sangulnea, sem alteracdo da taxa de insuli-
na, Por outro lado, a dose 100 vezes menor de 4-AP inibiu par-
cialmente a secregao de insulina, induzida por uma carga endo-
venosa de glicose, Nos animais adrenalectomizados e simpatecto
mizados, a dose maior de 4-AP naoc afetou os niveis de glicose
e insulina plasmaticos. Contudo, a mesma dose de 4-AP potencia
lizou a secrecao de insulina provocada pela glicose nos ani-
mais. Essa potencializacdo nao foi alterada .pela aplicagido de
um blogueador colinérgico muscarinico. Os autores concluiram
gque o efeito da 4-AP sobre a secrecao de insulina e a glicemiga,
nos animais intactos, foi exercido indiretamente, atraves da
ativagéo dc sistema simpatico-adrenal. Em contrapartida, ©s re
sultados obtidos no grupo de animais com funcao simpatico-adre
nal deprimida, sugeriram que a 4~-AP tem a capacidade de estimu
lar diretamente a secregéo de insulina. Adicionalmente, os au-
tores propuseram gue o efeito insulinotrdpico da 4-AP, nos ani
mais operados, decorreria de uma despolarizacao prolongada da
membrana das células beta, seguida de um fluxo aumentado de
ions Ca2+. Por sua vez, o0 maior aporte de ions Caz+ as ceéelu-
las beta, se coriginaria do blogueio do efluxo do K {com resul
tante ativagéo do influxo de Ca2+) e/ou de um efeito da droga,

. ' . 24 -
diretamente sobre os canais de Ca“’, voliagem sensiveis, con-
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forme proposs Jdgao de LUNDH, LEANDER e THESLEFF (1977), LEANDER,

ARNER e JOHZA INSSON (1977) e THESLEFF (1980), dentre outros.

3. Proposic@ « do trabalho

No fnicio desta introdugioc, ficou explicitado gue den
tre as etapa s do mecanismo de secrecgdo de insulina, a reducgao
do efluxo do K+ € um elemento de primordial importancia. Efeti
vamente, o ko dogueio do efluxo do K+, provocado pela glicose, &
pelo menos eIn parté, um dos determinantes do grau de despolari
zacao das c& lulas beta, responsivel por sucessivos influxos de

2+

fons Ca“’ , & ssociados a uma liberacdo pulsitil de insulina.

Com< a 4-AP, rotineiramente, vem sendo referida como
. . s e - . +

uma droga gue interfere coma cinética da condutdncia do K - vol
tagem dependente, decidimos estudar os seus efeitos sobre al-
guns parametxros funcionais do mecanismo de secrecdo de insuli-
na, em ilhot.&s pancreaticas isoladas. Nesse particular, a ani-
. 86 A . + -
lise do efluxo do Rb (utilizado como substituto do K'}, sera
o foco inicial do presente estudo, seqguida da avaliagao da in-
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corporagao de Ca, da oxidacao da glicose, do efluxo do 43ca

e da dinamica de secrecgac de insulina.

Resultados preliminares do presente trabalho foram Pu

blicados poxr REIS et allii (1982a, b).



II -~ MATERIAL E METODOS

1. Animais de experimentacaoc

Foram utilizados ratos albinos Wistar, de ambos os se-
Xos, de 3 a 6 meses de idade, com peso corporal variando entre
150 e 300 gramas. Os animais foram alimentados com uma ragac
balanceada e agua "ad libitum". Eventualmente, a dieta foi su~

plementada com complexo vitaminico.

2. Isolamento de ilhotas pancredticas de rato

Utilizou-se a técnica da colagenase, descrita por MOS-
KALEWSKI (1965), para cobaios, modificada por LACY e KOSTIA-
NOVSKY (1867} para ratos e adaptada por BOSCHERO, DELATTRE e

SANTOS {1980).

ApGs sacrificio por concussdo cerebral, os animais fo-
ram laparatomizados para localizacdo e posterior canulagdo do
canal colédoco. Foram executadas as seguintes etapas até o iso

lamento das ilhotas, propriamente dito:

a) Oclusao do canal colédoco em seu segmento distal, proximo &

papila duodenal:;

b) Coledocostomia em segmento adjacente ao hilo hepatico, an-
tes da bifurcacao do duto biliar com o duto pancreadtico prin

cipal;

¢} Introducgdo da canula de polietilenc no colédoco e posterior
injecao de 10 a 20 ml de solucao de Hanks, enriguecida com

2,8 mM de glicose. Tal inje¢do fol realizada em sentido re-



d)

e)

£)

g)

h}

i)

3)
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trogrado, de modo que a solucdo refluisse para o duto pan-
creatico principal, e promovesse o intumescimento do parén-

guima exocrino do pdncreas;

Extirpacao do pancreas e fragmentacdo do Orgdo até pequenos
pedagos de aproximadamente 1 mm*®, com o auxilio de uma te-

soura;

Lavagem dos fragmentos de pancreas com solucao de Hanks e

descarte do sobrenadante e elementos grosseiros;

Transferéncia dos fragmentos de 4 pancreas para tubo de en-
saio contendo 6 a 8 mg de colagenase liofilizada para cada

O0rgédo microdissecado;

Incubagao dos fragmentos de pancreas de 37% por aproximada
mente 10 minutos, sob agitacao lenta, promovida por inter-
medio de gaseificacdo com carbogénio (95% de 0, para 5% de

CO,);

Agitacdo manual lenta, por 4 a 6 minutos em banho - maria a
37%¢;

Terminada a digestdo colagenolitica, foram realizadas 3 a 4
lavagens do material, apds prévia centrifugagdo sob baixa
rotacao. ApOs cada lavagem, a preparagao foi ressuspensa com

solugdo de Hanks, antes e apds a centrifugacio;

O material obtido foi transferido para uma placa de Petri,
procedendo~se a seguir, a colheita das ilhotas de Langer-
hans, utilizando-se uma pequena alca de vidro, com auxilio
de uma lupa estereoscOpica. Alternativamente, guando se pre
tendia acelerar a execuc¢do de dado protocolo, procedia-~se
a colheita das ilhotas por aspiracao, com auxilio de uma pi

peta.
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86

3. Efluxo do Rb por ilhotas isoladas e perfundidas

0 86Rb vem sendo amplamente utilizado em substituicao

ao K+, em especial.o 42K, por ser este, um radioisdtopo de meia
vida muito curta para a exequibilidade de nossos protocolos ex
perimentais. Adicionalmente, BOSCHERO et allii (1977) observa-

86

ram gque o efluxo fracienario do Rb era muito semelhante ao

do 42K, em ilhotas pancreaticas isoladas.

86Rb, as ilhotas foram marca-—

Na analise do efluxo do
das com o radioisOtope (0,1 a 0,2 mM, na base de 80 pCi/ml},
adicionado de solugdoc glicosada de Krebs (2,8 mM de glicose).
Posteriormente, as ilhotas foram incubadas a 37°C por 920 minu-
tos, sob lenta agitacao, apos prévia gaseificacdo com carbogé-
nio por 5 a 10 minutos. Terminada a incubacdo, as ilhotas fo-
ram lavadas 2 vezes com solugao de Krebs e transferidas (70 a

120 ilhotas), imediatamente, para as camaras perfusoras ({cama-

ra e filtro Millipore, Molshein, Franca).

O tempo de perfusao totalizou 70 minutos, sendo que os
primeiros 10 minutos, compreendia o periodo de adaptacdoc das
ilhotas, ao sistema perfusor. As solucdes~teste foram drena-—
das de dolis reservatorios, mantidos a 37OC, por uma bomba pe-
ristdltica de dois canais (HOLTER PUMP - Extracorpored Med. Spec.
Inc. Model 911 - USA), e continuamente gaseificadas sob fluxo
lento com carbogénio. A solucdo perfusora foi drenada do pri-
meiro reservatdrio, do 109 ao 309 minuto, e do segundo reser-
vatorio, do 309 ac 509 minuto. Do 509 ac 709 minuto, retorna-
va-se as condicdes iniciais da primeira etapa de perfusaoc efe-
tiva. Cada reservatOrio, com solucadc de Krebs, continha gilico-
se e 4-AP em diferentes concentracdes molares, de acordo com a

condicdo experimental. Antes de se iniciar a perfusac, certi-
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ficava-se se o pH das solucgbes estava ao redor de 7,4.

O fluxo da solucdo perfusora foi da ordem de 0,5 ml/
min., e a colheita do efluente, realizada a cada 2 minutos,com

volume de 1,0 ml para cada amostra.

A radiocatividade de cada amostra foi medida em conta-

dor de radiacao beta, utilizando-se o efeito Cerenkov.

Foram preparados, pelo menos 2 frascos BG (Controles),
onde se adicionou apenas 1,0 ml de agua, para se avaliar a ra-

diacao de fundo.

0Os resultados iniciais foram aplicados na formula se-

guinte, para calculo da fracao de efluxo:

Ef — BG
Fracao de Efluxo = 7 tlﬁ.--. t70 _ ,
. (F+Ef) + (F+Ef) + (F+ Ef) .... (F+ Ef)
t70 %t70 t70 +70
t68 +£68 :
t66 £12

onde,

- Ef & a radiacao {(em CPM), contida em efluente co-

t10 ... t70
lhido a cada 2 minutos, do 109 ac 709 minuto de perfusao;

- BG & a radiacdc de fundo (em CPM), contida em 1,0 ml de agua;

- F & a radiacdc (em CPM), contida no filtro Millipore, retira

do da cAmara apOs a perfusao;

- {F + Ef), & a radiacdo (em CPM), obtida a partir da radio-
atividade contida no filtro, somada, cumulativamente, a con-
tida em cada amostra colhida, do 709 ao 109 minuto de per-
Sa0.
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A liberacao do Rb por ilhotas previamente marcadas,

& respeonsavel pela emissac radioativa, medida em contador de
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radiacao beta. Como a quantidade de 86Rb incorporada pelas ilho

tas, & finitivamente limitada, compreende-se que a dindmica da
emissac radioativa seja representada por um decaimento exponen
cial. Por outro lado, (F + Ef)t?ﬁ ... 10’ representa a radia-
¢cdao, transitoriamente incorporada, as ilhotas, a cada interva-
lo de 2 minutos de perfusao, do 709 ao 109 minuto. Operacional
mente, esta radiacdo € calculada, através da soma cumulativa,
da radiacaoc contida no filtro, mais a radiagdoc do efluente, co
lhida em cada frasco. Assim, os resultados parciais obtidos,
sao sucessivamente somados a radiacao do efluente colhido, no
tempo imediatamente precedente. Os resultados finais foram apre

sentados na forma de fracao de efluxo, obtida a partir das mé-

dias em CPM, de um determinado numero de experimentos.

4. Incorporagao de‘45Ca por ilhotas isoladas e incubadas

Foi empregado o método descrito por MALAISSE-LAGAE e
MALAISSE (1971). Para isso, grupos de aproximadamente 100 ilho
tas foram incubados durante 90 minutos, a S?GC e sob constan-
te agitacao em 0,25 ml de solucdo de Krebs-bicarbonato, conten
do diferentes concentracdes de glicose, 4-AP e 45CaC1 {90 uci/
ml). ApOs o periodo de incubagido, as ilhotas foram lavadas 4 a
5 vezes (a OOC}, com solucgac idéntica a utilizada no periodo
de incubagaoc, exceto pela auséncia do radioisotopo. A seguir,
cada grupo de ilhotas foi transferido para placas de Petri, man
tidas a OOC, procedendo-se a colheita de grupos de 8 ilhotas pa

ra frascos de cintilacao contendo 1,0 ml de agua. A cada fras-—

co, foi adicionado, 5,0 ml de ligquido de cintilacao.

A radicatividade contida em 1,0 gl do meio de incuba-



29.

cao, foi medida, para se avaliar a radiacdo maxima (MAX) no ini

cic do pericdo incubatorio.

Os resultados obtidos foram aplicados na formula:

F = 1000 onde,

CPM (MAX) 8

- F & o fator obtido, que por sua vez multiplicado pela guanti
dade de CPM contida em cada amostra, determinou a guantidade
de 45Ca (em picomol) incorporada por ilhota, durante 20 minu

tos de incubacio;

45

- 1000 & a guantidade em picomol de Ca existente em 1,0 ul

. . - - : 2+
do meio de incubacao, sabendo-se gue a concentracaoc do Ca

utilizada foi 1,0 mM.

-~ CPM (MAX) & igual & quantidade de radiacao, emitida por minu

to, obtida em 1,0 ul do meio de incubacgao;

- 8 {oito) & a guantidade de ilhotas contida em cada frasco.

Os resultados finais foram expressos em picomol Ca2+/

ilhota/9%0 minutos.

5. Oxidacao da glicose por ilhotas isoladas e incubadas

Para a analise da oxidacao da glicose, foi empregado
o meétodo descrito por MALAISSE, SENER e MAHY (1574). Assim, pro
cedeu-se a colheita de grupos de 15 ilhotas, posteriormente trans
feridos para tubos de ensaio contende 0,7 ml de solucaoc de
Krebs, contendo 16,7 mM de glicose, diferentes concentracgdes
de 4-AP e cerca de 10,0 uCi/ml de (ﬂuléc} Dugliéose. Preparou-
—se um experimento controle, para cada condicdo experimental, a

semelhanca do procedimento anterior, exceto a presencga de ilho

tas.
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Os tubos de ensaio foram colocados em frascos suportes,
fechados hermeticamente e incubados por 120 minutos a 37°¢ sob
constante agitacao. O pH do meio foi previamente equilibrado
para 7,4 as expensas de gaseificacgdc com carbogénioc por 10 mi-
nutos. ApOs a incubacdo, foram adicionados 0,1 ml de solugao
de HCl 0,1N, a cada tubo de ensaioc para interromper a oxidacao
e 0,51 ml de hiamina para a captacao de 14002 liberado pelo me
tabolismo da glicose. Para favorecer a captacao de 14COz, 0s

frascos suportes sofreram agitagdo a temperatura ambiente du-

rante 60 minutos.

0 MAX foi obtido a partir da preparacgaoc de 3 frascos,
acs guais se introduziu 1,0 gl do meio de incubagao, respecti-

vamente, de cada condicao experimental.

Finalmenté, a contagem da radicatividade de cada tubo,
foi realizada em contador de radiacao beta, logo apdés a intro-
dugéo de 10,0 ml de liquido de cintilagdo. Os resultados obti-
dos foram aplicados na formulaj;

3

- 16,7 x 10~ , onde,
15 x CPM (MAX}
- 16,7 = 10"3 e a concentracao molar de glicose do meioc de in-
cubacao;

- 15 & o nGmero de ilhotas contida em cada tubo de ensaio;

- CPM (MAX) e a guantidade de radiacdo emitida pbr minuto, me-

dida em 1,0 ul do meio de incubacao:

- F & o fator gue foi multiplicado pelo nimero de CPM de cada
tubo, para permitir a obtengao da quantidade de glicose oxi-

dada em picomol/ilhota/120 minutos.
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- - . . 4 .
6. Dinamica da secrecac de insulina e efluxo de 5Ca por ilho-

tas isoladas e perfundidas

Dois grupos de 100 ilhotas foram perfundidos, segundo
técnica de MALAISSE, BRISSON e BAIRD (1973). As ilhotas foram
incubadas por 60 minutos a 37°% sob agitacao constante, em so-
lucao de Krebs contendo 16,7 mM de glicose e 180 a 200 pCi de
45CaClz/ml. O pH da solugao foi equilibrada para 7,4 durante

os primeiros 10 minutos de incubagao com carbogénio.

Terminada a incubacao, as ilhotas foram lavadas 4 ve-
Zes com solucao sémelhante a utilizada no periodo incubatorio,
e transferidas de imediato para as camaras de perfusao. As ca-
maras de perfusdo foram acopladas a dois reservatoOrios conten-
do as solugOes-teste, gue por sua vez foram drenadas por uma
bomba peristaltica (Wilson HP4~Analys S.A., Bruxelas, Belgica).
0 fluxo das solugbes (1,0 ml/min), foi monitorado por uma pe-
guena torneira, a semelhancga do procedimento executado na ana-

86R

lise do efluxo do b.

Ags ilhotas foram perfundidas, inicialmente por um pe-
riodo de adaptacao de 30 minutos, sendo que os primeiros 10 mi
nutos, o pH dos meios foi equilibrado em torno de 7,4 com car-
bogénio. A solugdo-teste foi drenada do primeiro reservatorio,
do 309 ao 449 minuto de perfusac e, deste ponto ac 699 minuto,
foi bombeada do segundo reservatorio. Do 699 ao 909 ninuto de
perfusao, retornou-se a situacaoc inicial. A colheita das amos-—
tras foi realizada minutc a minuto (1,0 ml/mih), sendo uma par

te estocada a -20°C para a dosagem da insulina secretada.

Para a analise do efluxo do 45Ca, tomou~se 0,5 ml do

efluente colhido minutc a minuto, transferindo-o para frascos

contendo 5,0 ml de liguido de cintilacao. A emissao radiocativa
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foi avaliada em aparelho de contagem da radiacac beta. 0s re-

sultados foram apresentados na forma de fracao de efluxo, obti

da a partir das médias em CPM das amostras de cada experimento.

7. Dosagem de insulina secretada por ilhotas isoladas e per-

fundidas

A dosagem da insulina secretada minuto a minuto, foi

realizada, segundo método descrito por HERBERT et allii (1965).

foram transferidos, em duplicata, 0,1 a 0,2 ml das a-
mostras estocadas, para uma bateria de tubos de ensaio. A se-
guir, adicionou-se 0,3 ml de solucao de anticofpo anti-insuli-
na Wright ({(diluicio de 150 mil vezes), em tampaoc borato (pH =
8,4), albuminado (0,5 g/100 ml). Posteriormente, adicionou-se

1251, em tampao bora

0,3 ml de solucac de insulina marcada com
to, na concentracao de 300 pg de insulina/ml (aproximadamente

90 pg de insulina/tubo.
Foram preparados as seguintes condigoes—-controle:

a) 3 tubos contendo 0,3 ml da solucdo contendo apenas a insu-

125I

lina marcada com , em tampac borato, para a avaliacao

da radiocatividade maxima;

b) 3 tubos contendo 0,4 ml de tampioc borate, 0,2 ml da solugao
perfusora, colhido diretamente do regservatorioc e 0,3 ml da
solucao contendo a insulina marcada em tampaoc borato, para

determinacdo de possiveis interferéncias no imunocensaio,

pelas solucdes utilizadas;

¢} 3 tubos contendo 0,3 ml de solucac de anticorpe anti-insuli

na, 0,2 ml de sclucao perfusora tambem colhido diretamente
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do reservatorio, 0,1 ml de tampao borato e 0,3 ml de sclucgaoc
de insulina marcada em tampaoc borato, para a determinagao do Qi

vel de ligacao de fundo.

Ainda se preparou uma bateria de tubos, em duplicata,
para a determinagao de curva-padrac, contendo insulina em con-
centracoes crescentes (1 - 2,5 - 5,0 - 10,0 - 20,0~ 30,0- 40,0
e 50,0 yU/tubo). A cada tubo foram adicionadcs, 0,3 ml de solu
cao de anticorpo anti-~insulina, 0,2 ml da solucao perfusora
{colhida diretamente do reservatdric} e 0,3 ml de solucgio de in
sulina marcada, em tampdoc borato. Terminada esta etapa, todos
os tubos sofreram agitagao manual, por 3 a 4 minutos, e estocé
dos a 4°C por 3 a 4 dias. A excecdo dos tubos reservados para
a determinacdao da radioativiéade maxima, aos demais foram pipe
tados 2,2 ml de solugéo contendo 12,5 mg/ml de carvao (NORIT A)
e 2,5 mg/ml de DEXTRAN T70; acrescida de soro bovino, na pro-

porcgao de 10:1.

Apos um periodo de repouso de 20 minutos, os tubos fo-
ram centrifugados por 25 minutos e 2800 RPM, em centrifuga re-
frigerada. A segulr, o sobrenadante fol descartado e os tubos
mantidos emborcados, durante 2 horas, em estufa a 60°C ou du-
rante 24 horas em temperatura ambiente. Com excegao desta ulti
ma etapa, todas as demais foram executadas 3 baixa temperatu-

ra (4OC).

Apds o perlode de dessecagao, a radiacdo de cada tubo
foi medida em contador de emissaoc beta, durante 4 minutos. Os

3 tubos preparados para a determinacao da radicatividade maxi-

ma, nac tiveram seus sobrenadantes descartados.

Baseado nos valores em CPM, obtidos nos tubos contendo

insulina conhecida (insulina fria), foi elaborada uma curva pa
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padrao para a determinacdo da gquantidade de hormdnio ligado, em

cada amostra.

Os resultados obtidos foram aplicados a formula:

C.A.L. = C - B % mU insulina , onde;

A - B ul GPATIS

-~ C.A.L. & a capacidade aparente de ligacdo do anticorpo;
- C e a media em CPM das amostras—controle;
- B & a radiacdo minima em CPM:

- mU insulina & a guantidade de insulina fria contida em cada

tubo;

pl GPAIS & o volume de anticorpo contido em cada tubo.

Os resultados foram expressos em pU de insulina/ml/mi-

nuto/ilhota.

8. Solucoes

Para o isolamento de ilhotas, utilizou-se uma sclucgdo
hidrossalina, elaborada por HANKS e WALLACE (1949), encerrando

a seguinte composicao:

NaCl +iuvesneennsecccennnaennacas 8,000 g
O 0,400 g
CaCl, anidr0 ..vveensnecnnanaan 0,140 g
(ou CaCl..2H.O0 .uuuweenno. 0,185 g}
Mg504.7H20 .................... 0,200 ¢
NaEHPO4 BnidrO ciciceveencsnvnnns 6,048 g
{ou Na,HPO,.2H,0 ...... 0,060 g)

{ou Na ,HPC,.12H .0 ..... 0,121 g)

2 4 2
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KH2P04 .......................... 0,060 g
NaHCO3 P et e s st ea et a e 0,350 g
H,O destilada (gsp) +.ovivrerennn. 1000 m1

A cada protocolo, foram adicionados 2,8 mM de glicose.

Para os meis de incubacao, foi utilizada a solucio tam

pao-bicarbonato de Krebs—~Ringer, com a seguinte composicio:

NaCl t ittt iiiieie it nssecncnnanna 26,886 g
&aHCO3 .......................... 8,065 ¢
L 1,491 g
MgC12.6H20 ............ e 0,813 g
CaClz.ZHZO ...................... 0,588 g
H,O destilada {(gsp) ...viceennnn. 1000 ml

A cada protocolo, foram adicionados 2% (m/V) de albumi

na bovina fracao V.

Para o radiocimunoensaio, empregou-se o polietileno-gli
col como agente de separacdo das fracgdes de insulina livre ou
ligada ao anticorpo. Para equilibrar o pH do meio (7,4), utili

zou~-se o tampac veronal (0,15M}.

Estogue:

Barbital s0diCO ..vcenvennnennnnn 29,428 g
Acetado de sS0di0 ..viverennnnonnn 19,428 g
H,O destilada (USP) wceveennnennnn 1000 ml

EStTOQUe .tvnerroreevennnrsncnnnnns 50,000 ml
HCL 0,1 N ittt ittt e ierrnnenanns 50,000 mil
= 7,650 mi

H,O destilada (gSP) eveevenennnn. 1000 ml
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Para a diluigao do polietilenoglicol, elaborou-se o tam

pao fosfato 0,05 M e pH 7,5.

O 1,490 g
KHZPO4 ......................... 13,600 g
NazHPO4.12H20 .................. 35,800 .g
NaNO3 .......................... 0,520 g
H,O destilada (gSpP) cvvivevveenns 1000 ml

HyO destilada ... vermrnrennnnnn 750 ml

Equilibrar para pH 7,5

Para a contagem da radiacéo emitida pelo 45Ca e 14602,
elaborou-se o liquido de cintilacdo.

Liguido de cintilacao:

TOIUENO .o vvenennnsens cesesanens 66,66 ml

Tinoventiner .................... 33,33 ml

{agente tensocativo purificado)

1031111 15 il R b To S o 200 mg/100 ml

9. RadioisOtopos e reagentes

A albumina bovina fracao V, colagenase (260U/mg), atro—
pina e propranclol, procederam da Sigma Chemical Co (St.Louis,
Mo., USA) e a 4-aminopiridina, da Merck-Schuchardt {Mlinchen,

Germany) .

2 insulina sulna cristalizada, foi procedente da EIi

Lilly Lab. {Indianapolis, Ind., {%SA); a insulina murina da No
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vo Research Inst. (Bagsvaerd, Denmark) e o anticorpo anti-insu

125;  45c5c1, ®%Rpc1l e Omni-

lina (WRIGTH}. Por sua vez, o Na R
fluor, foram provenientes da New England Nuclear Corp. {(Bos—
ton, Mass., USA). Agente tensoativo purificado (Tinoventine),
da Cyba Geigy (Sao Paulo, SP, BRA}, carvao NORIT A da Amend
Drug Chemical (Irvington, NJ, USA). Dextran T?O; da Pharmacia
Fine Chemicals (Uppsala, Suécia). PEG 6000 da Atlas Indistrias
Quimicas (S&c Paulo, BRA) e do Instituto de Pesquisas Energéti
cas e Nucleares - IPEN (Sao Paulo, BRA). Acido cloridrico, aci-

do tricloacético, alcool etilico absoluto, cloramina T; D-gli-

cose e demais bases e acidos foram todos puros para analise

10, Tratamento estatistico

Utilizou-se o teste F para a determinacao da homogenei
dade entre as variancias das amostras, submetendo-se os dados

a seguir, ao teste t de Student.




ITY -~ RESULTADOS

1. Efeito da 4-AP (10,0 mM} sobre a secrecac de insulina e o

efluxo doIéSCa por ilhotas isoladas e perfundidas

A figura I, mostra a secrecao de insulina, medida mi-
nuto a minuto {graficos IA e IC) a dindmica do efluxo do 4SCa
(graficos IB e ID), respectivamente, na presenga de 6,0 ¢ 16,7

mM de glicose.

A introdugac de 10,0 mM de 4-AP no 449 minuto de perfu
sao, na presenca de 6,0 mM de glicose, induziu um aumento ra-
pido e transitorio da secrecdo de insulina. O pico méximo de
secrecao, cerca de 0,562 z wu/ilhota/minuto, foi atingido em
um minuto. Os niveis basais de secrecido foram retomados ja no
509 minuto, permanecendo inalterados até o final da perfus3o.
A taxa secretOria média atingiu os Indices de 0,169ir0,008 (n=
11), 0,245 X 0,031 (n=18) e 0,115 ¥ 0,009 (n=9) uU/ilhota/minu
to, respectivamente, antes, durante e apds a introducido da 4-AP
ao meio perfusor. Os niveis de significancia alcancaram os va-
lores de p < 0,001 e p < 0,1, respectivamente, gquando as mé-
dias da segunda e terceira etapa foram comparadas com a pri
meira.

Na presenca de 16,7 mM de glicose, a 4-AP provocou uma
inibicao da secrecdo de insulina, trés minutos apds ter sido
introduzida no meio perfusor. Os primeiros trés minutos foram

caracterizados por um aparente estimulo insulinotrépico. O efei

to inibitdorio foi maximo a partir do 509 minuto de perfusao
(0,22 a 0,36 uU/ilhota/minuto). Os mais baixos niveis de secre
cao de insulina, foram mantidos, mesmo apds o desvioc do fluxo

perfusor para condigao idéntica a vigente na primeira etapa de
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perfusao {na presenca de 16,7 mM de glicose). A taxa secretd-

ria média atingiu os niveis de 0,864 = 0,02 (n=11), 0,532 =

0,05 (n=18) e 0,185 hl 0,02 (m=9) uU/ilhota/minuto, respectiva-
mente, antes, durante e apds a introducgdo de 4-~-AP ac meio per-
fusor. O nivel de significancia alcancou ¢ valor de p < 0,001,

guandc as meédias da segunda e terceira etapas foram comparadas

com a primeira etapa de perfusao.

Na dinamica do efluxo do 4SCa, mostrada na figura I,
observamos que a introducao de 10,0 mM de 4-AP, entre o 443 e
69?2 minuto de perfusao, na presenca de 6,0 mM de glicose (gra-
fico IB), induziu um ligeiro aumento da fracao de efluxo do ra
dioisGtopo, durante os primeiros cinco minutos de exposicdo &
droga. Por outro lado, a introducdo da 4-AP, na presenca de
16,7 mM de glicose (grafico ID), provocou uma gueda da fracgao

45

de efluxo do Ca, durante os primeiros oito minutos de exposi

gao a droga.

2. Efeito da 4-AP sdbre o efluxoc do 86Rb, por ilhotas isoladas

e perfundidas, na auséncia ou na presencga de glicose

Em grupos de ilhotas previamente marcadas como o 86Rb,

a introducao de 0,1 mM de 4-AP (figura II), entre c 309 e o 509
minuto de perfusdo, tanto na auséncia (grafico superior), como
na presenca (grafico inferior), de 3,0 mM de glicose néo produ
ziu modificacao aparente sobre o efluxo do radioisotopo. De
gualquer forma, houve a evidéncia de uma fraca reducdo do eflu

X0, guandoc as ilhotas foram perfundidas na presenca de glicose,

Resultades similares foram obtidos guando se aumentou
a concentracic de 4-AP para 1,0 mM (figura III). Tanto na au-

séncia (grafico superior), como na presenca (grafico inferior),
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Pigura IX

— Efeito da adicio de 4-4P (0,1 mM} sobre & dinZmica

do efluxoc do 86

Rb, na auséncia {grafico superiorﬁ
e na presenca de 3,0 mM de glicose (grafico infe-
rior), por ilhotas pancreaticas isoladas e perfun-
didas, durante 70 minutos. As linhas verticais in-
terrompidas, indicam os momentos de introducéac {309
minute} e retirada (50¢ minuto} da 4-AP do meio
perfusor. Cada ponto representa a media > erro pa-
drao de N observacdes.

N = numero de observagdes efetuadas com a utiliza-

cdo de 70 a 120 ilhotas em cada experiéncia.
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Figura III - Efeito da adic3o de 4-2P (1,0 mM) sobre a dinami-

ca do efluxo do 86Rb, na auséncia (grafico supe-

rior) e na presenca de 3,0 mM de glicose (grafico
inferior), por ilhotas pancreaticas isoladas e
perfundidas, durante 70 minutos. As linhas verti
cais interrompidas indicam os momentos de introdu
cao (309 minuto) e retirada (509 minuto) da 4-AP
do meio de perfusao. Cada ponto representa a me-
dia % erro padrdo de N observacoes.

N = namero de observacoes efetuadas com a utiliza

cao de 70 a 120 ilhotas em cada experiéncia.
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de 3,0 mM de glicose, nao se constatou modificacao aparente.

86Rb,

Aqui, houve a evidéncia de uma débil elevacdo do efluxo, do
quando as ilhotas foram perfundidas tanto na auséncia como na

presenca de glicose.

Todavia, guando se decuplicou a concentracao da 4-AP
para 10,0 mM (figura IV}, observou-se um aumento lento e pro-
gressivo do efluxo do 86Rb, na auséncia de gliceose {grafico in
ferior). Mesmo apds a retirada da 4-AP, no 509 minuto, o eflu-
x0 persistiu elevado, indicando um provavel efeito residual da
droga. Na presenca de 3,0 mM de glicose (grafico superior), a
4-AP, em menos de dois minutos, induziu um aumento rapido e de
elevada magnitude do efluxo do 86Rb. Esta elevacao fol se ate-
nuando, a partir do 369 minuto, contudo, mesmo apds a retirada

da droga no 50?2 minuto, novamente constatou-se uma aparente

persisténcia do efluxo alto, até o final da perfusao.

Aumentando-se a concentracao da glicose no meio perfu
sor, para 6,0 e 16,7 mM, e mantendo-~se a de 4-AP, aoc nivel de
10,0 mM (figura V), foi ainda detectado, uma rapida elevacac do

efluxo do 86

Rb, principalmente quando as ilhotas foram perfun-
didas com uma concentracdc limiar de glicose (grafico superior).
Em concentracao supralimiar (grafico inferior);observou—se uma
aparente atenuacaoc do efeito da 4-AP, sobre o efluxo do radioi
sotope. Este evento foi também evidenciado gquando se analisou
o efluxo do 86Rb, na presenca de 3,0 mM (figura IV - grafico su

perior) e 6,0 mM (figura V - grafico superior) de glicose, em

ilhotas perfundidas com 10,0 mM de 4-AP.

Com a retirada da 4-AP do meio perfusor, cbservou-se gue,

tanto com 6,0 mM guanto com 16,7 mM da hexose, uma elevacio re-

sidual do efluxo do 86Rb (figura V).
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Figura IV - Efeito da adigac de 4-AP {10,0 mM) sobre a dinami

86Rb, na auséncia ({grafico infe-

ca do efluxo do
rior) e na presenca de 3,0 mM de glicose (grafico
superior), por ilhotas isoladas e perfundidas, du
rante 70 minutos. As linhas verticais interrompi-
das indicam os momentos de introduc¢do (309 minu-
to) e retirada (509 minuto) da 4-AP do meio per-
fusor. Cada ponto representa a média I erro pa-
dréQ de N observacgbes.

N = nimero de observacdes efetuadas com a utiliza

¢ao de 70 a 120 ilhotas em cada experiéncia.
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Figura V -~ Efeito da adicao da 4-AP (10,0 mM) sobre a dinimi-

ca do efluxo do 86Rb, na presenca de 6,0 {grafico

superior) e 16,7 mM de glicose (grafico inferior),
por ilhotas isoladas e perfundidas, durante 70 minu
tos. As linhas verticais interrompidas indicam os
momentos de introdugéo (3092 minutco) e a retirada (509
minuto) da 4-AP do meio perfusor. Cada ponto repre-
senta a média & erro padrao de N observacdes.

N = numero de observacodoes efetuadas com a utiliza-

cao de 70 a 120 ilhotas em cada experiéncia.
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Na figura VI, representou-se o efeito da adicao simul-
tanea de 50,0 um de propranclol {grafico superior} e de 15,0
uM de atropina (grafico inferior), a adicgao de 10,0 mM de 4-AF
no 309 minuto de perfusao, na presenca de 6,0 mM de glicose.
Nestas ccndicées experimentais, o efeito da 4-AP sobre o eflu-

86Rb, aparentemente naoc sofreu alteracgoes significativas.

x0 do
Todavia, © efeito estimulatorio da 4-AP sobre o efluxo dao ra-
dioisdtopo, pareceu mais lento, em ambas situacdes, seja com a

adicao de blogueador beta adrenérgico ou colinérgico muscari-

nico.

86Rb, apos a e-

A tendéncia de decréscimo do efluxo do
levacéo inicial induzida pela 4-AP, nao foi evidenciada guando
as ilhotas foram perfundidas, simultaneamente com © proprano-
1ol. Retirando-se a 4-AP do meio peffusor, em ambas situagaes
(figura VI), notou-se novamente, que a fragdo de efluxo<k>86Rb,

nao retornou aos niveis de decaimento.

3. Bfeito da 4-AP (10,0 mM) sobre a incorporacdo de 45Ca, por

ilhotas iscladas e incubadas

A incorporacao de 45Ca pelas ilhotas de Langerhans, foi
medida apOs 90 minutos de incubagdo (figura VII). Mantendo-se

a concentracaoc de 4-AP em 10,0 mM, detectou-se um aumento da

45

incorporacao de Ca, tanto na auséncia, guanto na presenca de

6,0 e 16,7 mM de glicose. Os valores atingidos, 6,47 z 0,3%({n=

22), 11,14 % 0,97 (n=21) e 21,34 £ 2,19 (n=7), foram altamente
significantes, guando comparados aos resultados obtidos na au-
séncia de 4-AP, 3,85 -~ 0,31 (n=28), 5,28 = 0,43 (n=18) e 0,92

+ . -
- 1,02 {n=12), respectivamente, na ausencia e na presencga de

6,0 e 16,7 mM de glicose, para ambos grupos experimentais.
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Figura VI - Efeito da adigdo simultanea de 4-AP (10,0 mM) e pro

pranolol (50,0 uM) - grafico superior - e 4-AP (10,0
mM) e atropina (15,0 uM) - grafico inferior, so-
bre a dinémica do efluxo do 86Rb, na presenca de
6,0 mM de glicose, por ilhotas pancreaticas isola
das e perfundidas, durante 70 minutos. As linhas
verticais interrompidas indicam os momentos de in-
troducac (309 minuto) e retirada (509 minuto) da
4-AP do meio perfusor. Cada ponto representa a mé-—
dia = erro padraoc de N observacoOes.

N = nGmero de observacoes efetuadas com a utiliza-

cao de 70 a 120 ilhotas em cada experiéncia.
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Pigura VII - Efeito da 4-AP (10,0 mM) sobre a incorporacao de

45Ca, na auséncia e na presenca de 6,0 e 16,7 mM

de glicose, por ilhotas pancreaticas isoladas e
perfundidas durénte 90 minutos. As barras verti-
cais vazias e hachuriadas, indicam, respectiva-
mente, os resultados obtidos na auséncia e na
presenca de 4-AP. Os valores de cada barra, re-
presentam a média - erro padrac de N observacgdes.
Os valores de p sao expressos, segundo compara
cac entre as médias obtidas, na auséncia e na pre
senca de 4-AP. Em todas as situacles, os resul-
tados foram altamente significantes {ip < 0,001),
atingindo 68%, 1i0% e 115%, respectivamente na
auséncia e na presenca de 6,0 mM de glicose, quan
do comparado com o controle (na auséncia de 4-AP).

N = numeroc de grupos de 8 ilhotas cada.
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4. Efeito da 4-AP (10,0 mM) sobre o metabolismo da glicose, por

ilhotas isoladas e incubadas

A oxidacao da glicose pelas ilhotas isoladas, foi ava-

liada através da medida do 14Coz, liberado no meio de incuba-

gao, contendo (B—l4C)uD glicose. na presenca de 16,7 mM de gli
cose. A figura VIII mostra que 1,0 e 10,0 mM de 4-AP reduziu

de modo significante o metabolismo da glicose de 23,28 ¥ 1,89

{n=10) , para 18,78 ht 1,98 (n=10) e 10,75 b 0,%9 (n=10) pico-
mol/ilhota/120 minutos, proporcionalmente & concentracio da dro

ga introduzida no meio.
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Figura VIII - Efeito da 4-AP (1,0 e 10,0 mM), sobre a oxidagéo
da glicose, por ilhotas isoladas e incubadas, du
rante 120 minutos, na presenca de 16,7 mM do agé
car. Os valores de cada barra, representam a mée-—
dia * erro padr3o de N observacgdes. Os valores de
P sac expressos segundo comparagac com a média
obtida na auséncia de 4-AP. Nas duas condicdes ex
perimentais, os resultados sao significantes, res
pectivamente, na presenca de 1,0 mM (p < 0,05} e
16,0 mM {p < 0,001} de 4-AP.

N = numerc de grupos de 15 ilhotas cada.



IV - DISCUSSAC

Basicamente, a maioria dos trabalhos registrados na
literatura, acerca dos efeitos da 4-AP sobre a permeabilidade
do K¥, em tecidos excitiveis, se concentra em varios elemen-
tos comuns, segundo proposigoes de PELHATE e PICHON (1974}, ME
VES e PICHON (1975, 1977}, ULBRICHT e WAGNER (1976}, YEH et
allii (1976), LEANDER, ARNER e JOHANSSON (1977}, LUNDH, LEAN-
DER e THESLEFF (1977) e THESLEFF (1980), dentre outros. Os pon
tos comuns encontrados sac alinhados, de acordo com a integra

¢ao entre os eventos influenciados pela 4-AP:

- a 4-AP efetivamente blogueia a condutancia do K" -
voltagem dependente, responsavel pela corrente de repolariza-

cao da membrana;

- o retardo da repolarizacao da membrana propicia o

prolongamento do potencial de agao;

~ o prolongamento do potencial de agido tem um efeito
facilitatorio sobre a incorporacado de Caz+ pela célula e a 1i
beracao do cation de organelas citoplasmaticas;

~ adicionalmente, a 4~-AP teria uma acao direta so0-

24

bre os canais de Ca - voltagem sensiveis;

— o blogueio da condutancia do K*,induzido pela 4-AP
& gradualmente atenuado, a medida em gue se eleva o nivel de
despolarizacao da membrana, para valores mais positivos ou,
gquando se aumenta a freguéncia de aplicacdo do estimulo despo

larizante.

Nao foi o objetivo do presente trabalho, realizar uma
abordagem eletrofisiolOgica, para uma analise mais pormenori-

zada dos efeitos da 4-AP sobre a permeabilidade do K' em ilho
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tas pancreaticas. Contudo, os resultados obtidos, permitem-nos
tirar algumas conclusbes prévias, gue servirdo de base para
uma confrontacidc com os dados sobre permeabilidade do K+, dis
poniveis na literatura (ROSCHERO et allii, 1977; BOSCHERO e
MALAISSE, 1979, ATWATER, RIBALET e ROJAS, 1978; MALAISSE et
allii, 1978a; ATWATER et allii, 1979 e ATWATER, 1980 dentre

outros).

Mediante a maioria dos resultados relatados por véa-
rios autores (PELHATE e PICHON, 1974; MEVES e PICHON, 1975 e
1977; BOWMAN, HARVEY e MARSHALL, 1977: LUNDE, 1978: LEANDER e
THESLEFF, 1980 e MOLGO e THESLEFF, 1982, dentre outros), nos-
sa expectativa era a de obter um efeito inibitdbrio da 4-AP,

860y, em ilhotas pancredticas. Adicionale

sobre o efluxo do
mente esperava-se que a 4-AP exibisse uma acdo excitatdria so
bre a secrecao de insulina, em ambas situacdes, na presenca
de 6,0 e 16,7 mM de glicose. A redugdo da permeabilidade do
K' associada a um aumento da incorporacao de Ca2+, induziria
uma despolarizacao da membrana das celulas beta e conseguente
potencializacido da secregdo de insulina. Todavia, na concen-
tracao utilizada (10,0 mM}, a 4-AP, de maneira aparentemente

86Rb em ilhotas pancreaticas

paradexal, aumentou o efluxo do
isoladas, na auséncia ou na presenca de 3,0, 6,0 e 16,7 mM de
glicose. Por outro lado, na presenca de 6,0 mM de glicose, a
4~AP induziu um aumento transitoric da secrecio de insulina,

em contraposicao & drastica inibigdo da secrecao, observada

guandc se perfundiu as ilhotas com 16,7 mM do acucar.

O ponto de partida, para explicar as acdes parado~
®als da 4-AP sobre alguns parametros da fisiologia das célu-
las beta, deve envolver uma abordagem de seu efeito inibito-

rio sobre o metabolismo da glicose.
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A inibicao da oxidacao da glicose produgida pela 4-AP,
provavelmente provocou uma seria perturbacac da sequéncia de
eventos do mecanismo secretdrio de insulina. Assim, a geracao
de nucleotideos piridinicos reduzidos estaria comprometida,
concorrendo para uma diminuicdo da relacio NADPH™ 4ﬁ H+/NADP.
Em decorréncia desse fato, o potencial de oxi-redugdc cairia
a tal ponto, gque a dinamica do sistema ionoforético das célu-
las beta seria perturbada. Ademais, a inibicdo do metabolismo
da glicose também concorreria para uma queda da producdoc de

ATP, reduzindo o aporte energético responsavel para ativacgao

do sistema efetor de secrecdo de insulina.

O aumento do efluxo do 86Rb, em parte, poderia ser
explicado pela depressac do metabolismo da glicose, gquando as
ilhotas foram perfundidas na presenca de 10,0 mM de 4-AP.

A flagrante diferenca observada no efluxo do 86R

b,
guando ilhotas foram perfundidas, na auséncia e na presenca
de 3,0 mM de glicose, deveu-se poésivelmente ao fato de que
na presenca do aclcar, a célula beta & capaz de incorporar
uma quantidade maior do radioisdtopo (HEDESKOV, 1980 e WOL—
LHEIM e SHARP, 1981). Por outro lado, as diferencas verifica-
das guando as ilhotas foram perfundidas na presenca de 3,0,
6,0 e 16,7 mM, parecem indicar uma inibicao competitiva da
4-AP sobre o metabolismo da hexose. Essa indicacdo foi funda-

86Rb, incCoOrpo-

mentada no conhecimento de que a guantidade de
rada nas tres concentracdes de glicose mencionadas, € aproxi-

madamente eguivalente (HEDESKOV, 1980 e WOLLHEIM e SHARP, 1981}).

-  y s oo 86
A alteracac da permeabilidade do Rb, provavelmente
nao envolveu a interacido da 4-AP com receptores beta-adrenér-
gicos ou colinergicos muscarinicos, uma vez que a introducio

de propranolol ou atropina no meio perfusor, basicamente nio
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afetou o efluxoc do radioisotopo.

Mesma proposicac foli tambem formulada por HENQUIN,
MEISSNER e PREISSLER (1879}, gue estudaram os efeitos da %-a-
minoacridina e do tetraetilamdnio (blogueadores de canais de
K - voltagem dependentes), sobre as propriedades elétricas e
a secrecac de insulina por ilhotas pancreaticas.

Quanto & persisténcia de uma elevada fracao de eflu-
xo do 86Rb, mesmo apos a remocac da 4-AP do meio perfusor, pa

rece tratar-se de um efeito residual da droga, sobre o meta-—

bolismo.

Como ficou demonstradeo, o efluxo do 86Rb sempre se
apresentou aumentado, na presenca de 10,0 mM de 4-AP. A pri-
meira vista, verificou-se gque a medida em gue se incrementava
a concentracdo de glicose no meic perfusor, a fracao de eflu
XO dg 86Rb se tornava menor, diante de uma mesma concentracac
de 4-AP. Esta constatacic nos levou a acreditar na existencia
de uma antagonismo entre os efeitos metabolicos e catidnicos
da glicose, por um lado, e os da 4-AP,do cutro. Desta forma,
mesmo gue a 4-AP ftenha inibido & permeabilidade ao K - volta
gem dependente, € provavel gue este efeito tenha side total-
mente mascarado pela ativacao da permeabilidade ao K, Ca2+—
sensivel (PK._ ). Esta PK. , tem sido postulada para as celu-

las beta por MATTHEWS (1975}, ATWATER e BEIGELMAN (1876} e AT

WATER et allii {(1975).

Indicios de qua a 4-AP promove a ativacido  de uma
PKCa’ foram registrados por NICHOLSON, TEN BRUGGENCATE e SE-
NEKQOWITSCH (1976} em cersbelc, gue no entanto, nadc menciona-

ram gualgquer efeito da droga sobre ¢ metabolismo.

Posteriormente, HERMANN e GORMAN (1981}, dJdemonstra
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ram que concentragdes elevadas de 4~-AP ativam extraordinaria-

mente, a permeabilidade ao K+, dependente de Cazé citosblico
livre. Esses autores propuseram a idéia de gue a ativacaoc da
PKCa por concentracdes elevadas de 4-AP, mascara e sobrepoe
totalmente a reducao do efluxo K+, concomitantemente induzida
pela droga, em neurdnios marca-passo de moluscos. Este mesmo
guadro ionico paradoxal, seria reprodutivel em tecidos excita
veis onde a PKCa reyresentgsse, percentualmente, a fracao pre-
dominante do efluxo de K total. Neste sentido, vale assina-
lar gue ATWATER (1980), propds gue o efeito principal da gli-
cose em inibir a permeabilidade do K+, seria exatamente sobre
a ?KCa‘ atuandc sobretudo sobre o sistema tamponante do Ca2+
citosélico. Restaria investigar, & luz da eletrofisiologia, a
representatividade fracional de cada permeabilidade em cé&lu-
las beta, para definitivamente comprovarmos ou nao, tal hipo-
tese.

Como a 4-AP afetaria o mecanismo de ativacao da}%%a?
Atribuir, somente ao acumulo de ions Ca’* mobilizado de esto
ques subcelulares, em conseguéncia da inibicao do metabolismo
da glicose, seria uma posigac algo simplista. E provavel, que
a ativacgao da PR, » induzida pela 4-AP em ilhotas pancreati-
cas, seja decorrente da associagcao de varios eventos simulta-
neos ou consecutivos. Assim, o nivel de incorporacac de Ca2+,
produzido pela despolarizacac da membrana das células beta efou
por uma acao direta da droga sobre os canais de Ca2+ - volta~-
gem sensiveis, também contribuiria para a elevacdo citosdlica
do cation, conforme proposicdc de LUNDH, LEANDER e THESLEFF
{1977}, dentre cutros. Segundo BOWMA&Z HARVEY e MARSHALL {1977}

~ 2+ . - , .. .
a elevagac do Ca citosolico poderia, adicionalmente, ser ori

ginaria do deslocamento do cation de sitios da membrana e de
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organelas subcelulares, provocadc pela forma protonada da 4-AP.
Por outro lado, HERMANN e GORMAN (1981), nao descartaram a hi

pGtese de a 4-AP, diretamente ativar a PK atuando em si-

2+

Ca’

. + v .
tios do canal de X, Ca - sensivel. De manelra semelhante,

Os mesmos autores aventaram a possibilidade da 4~-AP aumentar

“}" -
a afinidade de algum componente do canal de K+, Caz - sensi-

vel, aos ions Ca2+. 0 aumento do efluxo do 86Rb, foi uma ob-
servagac que satisfez plenamente a conclusio de gque a 4 -AP
inibe a oxidacao da glicose. Por outro lado, o acimulo de(&§+
citosblico proporcionado pela inibicac do metabolismo, foi a=-
crescido pela mobilizacao subcelular do cation, conforme pro-

posicCes mencionadas acima, e sumarizadas na figura IX.

A integragdo de todos esses eventos, associada & se-
crecdo de insulina, estd sumarizada na figura IX.

HipOtese que ndo deve ser descartada é a idéia de que
o0 aumento da incorporacao de 45Ca, induzido pela 4-AP tenha
sido, pelo menos em parte, provocado pela liberacgao de acetil
colina nos terminais colinérgicos intra-insulares. De fato,
WOLLHEIM et allii (1580) e MATHIAS et allii (1982) apresenta
ram resultados que reforgam a proposicao de gue o efeito insu
linotropico de acetilcolina & mediada por intermédioc de uma
ativacdo da permeabilidade da mehbrana aocs ions Ca2+, por ca-
nais voltagem sensiveis. Admitindo-se a hipdtese supracitada,

BGRb {(ativado por Ca2+ cito-

poderiamos detectar um efluxo do
sblico), proporcionalmente menor, guando ilhotas pancreiticas
foram perfundidas na presenca de 15,0 M de atrepina e 10,0
mM de 4-AP (fig. VI - grafico inferior), comparativamente a
magnitude do efluxc observado apenas na presenca d 10,0 mM

de 4-AP (fig. V - grafico superior), com 6,0 mM de glicose du

rante todo periodo de perfusao, para ambas situacdes.



64.

Figura IX - Representacao esquematica dos pessiveis efeitos da
4-AP sobre as células beta e a associacgac de todos
os eventos, integrada a secrecao de insulina.

OBS: Os asteriscos em circulos indicam, haver uma
infliuéncia dos processos assinaladeos também com as
teriscos, sobre os eventos descritos dentro dos re
tdngulos, Similarmente, a 4-AP contida nos circu
los, indica uma agao da droga sobre os eventos des

critos dentro dos retangulos.
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Por outro lado, também admitindo-se a hipbtese de que
a 4~AP estimula a liberacac de catecolaminas em terminais a-
drenérgicos intra-insulares, poderiamos esperar gue a adicao
simulténea de 10,0 mM de 4~AP com 50,0 uM de propranclol (fig.
Vi - gréfico superior) provocasse, igualmente, um efluxo do
Sgﬁb de magnitude menor, gquando comparado ao verificado na pre
senca de 10,0 mM de 4-AP. Esta Gltima especulacao baseia-se no
fato de gue a interacdao de catecolaminas com receptores alfa
adrenérgicos, nas ilhotas pancreaticas, inibem o influxo de

2+

Ca“’ por canais voltagem sensiveis (WOLLHEIM et allii, 1877

e CARPINELLI et allii, 1982).

Em ambas conjecturas, tanto na adigéo de atreopina,

como de propranolol, simultaneamente 3 introdugdoc de 4-~AP, ao
. 2+ . -

meio perfuscr, o aporte de Ca ao citoplasma das celulas be-

ta, em tese, estaria menor. Todavia, esta presungﬁo, provavel

mente nao se efetivou no presente trabalho, nem se traduziu,

86

sob a forma de uma menor elevagao do efluxo do Rb, ncs ter-~

mos comparativos mencionados.

O efeito da 4-AF sobre a dinamica dos fluxos de Kﬁf

através da membrana das células beta, encontrarid elementos a-

dicionais, mediante um estudo eletrofisioldgico.

0 aumento da incorporacao de 4SCa, induzido pela 4-AP,
em ilhotas isoladas e incubadas, poderia ser explicadc com ba
se nos mecanismos propostos por LUNDH, LEANDER. E THELESFF
(1977), dentre outros. Esses autores evidenciaram gue a 4-AP
aumenta ¢ influxo Ca2+, primariamente, por ativagéo direta dos
canais de Ca2+, voltagem-sensiveis e/ou, secundariamente & des

polarizagac da membrana provocada pela droga.

Quanto & inibigao da oxidagao da glicose, produzida



o
-
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pela 4-AP, restaria investigar se tal efeito & resultante de
uma agao direta da droga sobre a via metabdlica, e/ou secunda
ria a uma grande quantidade de Ions Ca2+ concentrada pela cé-
lula beta. Nesse sentido um grande actmulo de Ca2+ no cito-
plasma das células beta, poderia perturbar a atividade enzimd

tica da via oxidativa da glicose, & semelhanga de outros teci

dos (RASMUSSEN e GOODMAN, 1977).

Uma questdo a ser investigada & a destinagao metabd-
lica das aminopiridinas nas células beta. Seria ainda prematu
ro considerar que o esqueleto quimico das aminopiridinas pos-
sa servir como um falso precursor metabdlico da sintese de nu
cleotideos piridinicos. Nesse sentido, se as células beta fos
sem equipadas com um sistema enzimatico identificado com esta
suposigao, poderiamos antever resultados similares aqueles de
monstrados "in vitro", por FISHER, VERCELLOTTI e ANDERSCN (1973).
Esses autores sintetizaram o 3-aminopiridina adenina dinucleo
tideo e, adicionalmente, verificaram gue a referida droga era
capaz de inibir competitivamente, reacoes catalizadas por en-
zimas dependentes de NAD (P)- {(desidrogenases). Transportando
essas observagoes para as células beta, obteriamos inibicZo do

metabolismo.

Agui cabe criar uma especulagac em torno da secregao
de insulina e da inibicao da oxidacdo da glicose, necessitan-

do-se para isso a efetuagao de alguns comentarios.

Tem sido referido na literatura (KUO, KUO e HODGINS,
1975 e GAGERMAN e HELLMAN, 1977), gue a secrecdo de insulina
induzida por acetilcclina e glicose, em ilhotas isoladas, &
acompanhada por um aumentc dos niveis intra-celulares de gua-
nosina monofosfato ciclico {(GMPe). Concordantemente, SEHLIN

3 = +
(15876}, demonstrou gue o GMPc reduz a captacao de Caz - depen
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dente de ATP, em fracgoes subcelulares de ilhotas pancreaticas.
Tal observacgdc & coerente com um aumento da disponibilidade
de ions Caz+ para o processo secretdrio. Nesse sentido, LAY-
CHOCK (1981}, trabalhando com o ascorbatoc e © nitroprussiato
de sbdio - SNP (substincias que elevam o teor citosdlico de
GMPc) , verificou que os referidos agentes mimetizam as carac-
teristicas da secregao inicial (primeiros 15 minutos de per-
fusdo) de insulina, induzida pela glicose. A magnitude da 1li-
beracao de insulina guardou proporcoes lineares com a produ-
gao de GMPc pelas ilhotas. Adicionalmente, verificou, para o
caso do SNP, uma potencializagdo da secregado de insulina pro-
vocada por 2,8 mM de glicose. E interessante notar gue o efei-
to do SNP, na auséncia de glicose, foi desacompanhado de um

aumento significativo do teor de AMPc.

Foi no apice dessas observagoes gque LAYCHOCK (1981),
vislumbrou a possibilidade do GMPc atuar comoc um segundo men-

sageiro ou um modulador fisioldgico da secregao de insulina.

Por outro lado, LIN et allii {(1975), demonstrou gue
elevadas concentragdes de GMPc inibem a biossintese de insuli
na e ¢ metabolismo da glicose, O proprio LAYCHOCK (1981), de-
monstrou gue o actmulo de GMPc, proporcionadc pelo SNP (1,0 mM),
provocou uma depressac da secrecgao tardia de insulina {(a par-
tir do 15¢ minuto de perfusao), induzida por 17,0 mM de glico
se. Abordando este aspecto o autor assinalou gue a depressac
da segunda fase de secregao de insulina, em ilhotas estimula-
das por agentes, gue aumentam abruptamente a producac de GMPc,
pode representar os efeitos combinados de inibicaoc da biossin

tese de insulina ¢ do metabolismo da glicose.

Analogicamente, podemos propor gue parte do efeito

inibitSric sobre a secrecac de insulina, provocado pela 4-AP,
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seja ocasionado por uma elevada e abrupta producdo de GMPc nas
ilhotas pancredticas. A 4~AP tem sido referida como uma droga
gue aumenta a geracdo do nucleotideo em fragmentos isoladoes

de cerebelo (AHNERT-HILGER e MABERMANN, 1981).

Ainda neste enfogque, caberia estudar se realmente a
4-AP aumenta o teor intra-insular de GMPc e, em caso positivo,
verificar mais apuradamente, a nivel eletrofisioldgico, a tra
dugcao desta proposicao, sobre a permeabilidade do K'. Em nos-
sos estudos, existem indicios das possibilidades aventadas pa
ra uma elevagao do GMPc nas ilhotas, relacionada com uma ini-
bigcao da secregac de insulina induzida pela 4-AP, na presenca
de 16,7 mM de glicose (fig. IC) e associada a um elevado eflu

X0 de 86

Rb (fig. IV e V). Aqui, podemos admitir que pelo me-
nos em parte, a mobilizagao intracelular de Ca?‘+ propiciada pe
lo GMPc, contribuiria para um estimulo da secrecao. Eviden=-
cias para esta suposicdo se originaram da andlise da perfusao
de ilhotas com 4-AP (10,0 mM) e 16,7 mM de glicose, nos pri-
meiros minutos da dinamica da secrecdo de insulina. Mesma su-
posicao poderia ser efetuada para a rapida secrecao de insuli

na verificada na perfusido de ilhotas com 4-AP (10,0 mM) e 6,0

mM de glicose.

A inibicao da secrecac provocada pela 4-AP, em 16,7
mM de glicose & concordante com os achados de LAYCHOCK (1981},
quanto & elevada produgao de GMPc, guardando-se uma relacdo
temporal entre os resultados do presente estude e os obtidos
por aguele autor. Todas as hipOteses mencionadas a respeito
da mobilizacaoc de Ions CaZ+, permeabilidade do e secregao

de insulina foram, igualmente sumarizadas na figura IX.

E como poderiamos explicar os efeitos paradoxais da

4-2P, a nivel da dindmica da secrecdc de insulina? Quanto A&
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drastica inibigao da secregéo de insulina, observada guando
as lilhotas foram perfundidas na presenca de 16.7 mM de glico-
se, podemos assumir uma posigao cdmoda. A inibigdo do metabo-
lismo da glicose, provocado pela 4-AP, comprometeria ¢ aporte
energético necessario para a ativagdo do mecanismo efetor de
secregao de insulina. Por outro lado, indicios de um ligeiro
aumento da secregao de insulina, foram observados durante os
primeiros minutos de exposicao & 4-AP, em meio de perfusdo com
16,7 mM de glicose. A explicagao para tal evento pode residir
na hipotese de que, transitoriamente, a 4-AP, na presenca de
glicose, blogueia o efluxo do K+, gue combinado com um aumen-—
to do influxo do Ca2+, proporciona uma deflagragao do acopla-
mento excitacac - secrecdo. Assim, durante este estdgio,a se-
cregao de insulina estaria ligeiramente aumentada, em razdo
da incorporagao de Caz+ provocada pela droga. O efeito estimu
latério seria superficial e transiente, em face das ilhotas
se apresentarem em pleno processo secretorio (em 16,7 mM de
glicose), onde a guantidade de insulina liberada ja & maximal.
Posteriormente, surgiria o efeito inibitbrio da secrecao, oca
sionado pela redugao do metabolismo da glicose. AHREN, LEAN-
DER e LUNDQUIST (1981), demonstraram um efeito inibitdric da
4-AP sobre a secrecac de insulina, induzida pela glicose, em
camundongos intactos. Todavia, este efeito inibitdrio foi atri
buido a uma liberacao local e humoral de catecolaminas pelo

sistema simpatico-adrenal.

Uma posicao alternativa, para explicar o ligeiro efel
to estimulatdrio ou a propria auséncia de um estimulc da 4-AP,
socbre a secregao de insulina, &€ a hipdtese de qgue em 16,7 mM
de glicose, o altc nivel de despolarizacao da membrana, provo

caria um deslocamento da molécula, de seus sitios de ligagao.
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Em razado dissc, a molecula de 4-AP seria prontamente interna-
lizada, orientada, pelo campo elétrico transmembrana. Essa hi
potese foi fundamentada em suposicdes elaboradas por GILLES~
PIE e HUTTER (1975), ULBRICHT e WAGNER (1976), YEH et allii

{1976} e PICHON (1981), em diferentes pieparagées.

Na analise do efluxo do 4SCa, verificou-se que o 1li-
geiro aumento induzido pela 4-AP, parece se relac}onax com a
secre¢do transitdria de insulina, obtida no mesmo periodo de
perfusdo, na presenca de 6,0 mM de glicose. Por outro lado, a
reducac do efluxo do radioisotopo, provocado pela 4-AP, na pre
senca de 16,7 mM de glicose, pode em parte, se relacionar com
a inibicao da secrecdo de insulina. Contudo, a gque se deveu,
efetivamente a queda do efluxo do 45Ca? Nac temcos elementos
para responder concretamente a esta guestiac, mas poderiamos
preliminarmente atribuir tal ocorréncia, a depressao do apor-
te energético necessario, para a extrusdoc de ions ca’*. ou se
ja, a deficiéncia na producgao de ATP, comprometeria a efica-

2+ ATPase da membrana plasmatica das cé

cia da hipotética Ca

lulas beta. De outro modo, uma provavel reducgac do gradiente
+ . - -~ .

de K, ocorreria atraves da membrana, em conseguencia, a ex-—
- - 2+ + 2+

trusaoc de lons Ca pelo contra-transporte Na /Ca se frus-
. . - - . . - .- : -+

traria, diante da inoper@ncia ou insuficiéncia de Na  /K' - ATPa

se, conforme concepcao de RASMUSSEN e GOODMAN (1977).

Outra guestao pertinente se refere ao fato de se ter

detectado, simultaneamente & analise do efluxo do 43Ca, um au

mento ligeiro da secrecgao de insulina, guando as ilhotas fo
ram perfundidas na presenga de 16,7 mM de glicose (figuras IC
e ID}). Nesta condigao poder-se-ia esperar uma ligeira eleva-
gac do efluxo do 45Ca,ccmo resposta a0 mecanismo secretorio.

Esses fatos sugerem gque a 4-AP deve atuar a nivel de membrana,
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ativando diretamente os sitios exocitdticos, como propusera
BURLEY e JACOBS (1981), para preparagdo neuromuscular de anfi
bio. Neste mesmo plano, poderiamos admitir a Proposigaoc de
SIMPSON (1978), de gue a 4-AP, aumenta a afinidade de componen
tes do segmento distal, do mecanismo secretdrio, aos ions Cazﬁ
diminuindo as necessidades do cation para a liberacgao de neu-
rotransmissor. Neste caso, fazendo uma analogia as conclusces
do autor, poderiamos inferir que as exigéncias de Ca2+ para o
processo secretdrio, se tornariam tdao diminutas, que uma pe-

quena elevacao do efluxo do cition, seria praticamente imper-

ceptivel para o nivel de resolucao do sistema de contagem.

Com referéncia ao aumento rdpido e transitdrio da se
crecao de insulina, induzido por 10,0 mM de 4-AP, na presenca

de 6,0 mM de glicose, alguns pontos precisam ser analisados.

Os niveis de secrecdo de insulina, obtidos na presen
¢a de 6,0 mM de glicose, sao praticamente comparaveis aos de-

tectados na auséncia do agficar, em ilhotas isoladas.

Segundo resultados obtidos por DEVIS, SOMERS e MA-
LAISSE (1977), na auséncia de glicose, a introdugadc de 10,0 a
12,0 mM de Ca2+, provoca um aumento lento e progressivo da se
cregaoc de insulina. O periodo de laténcia para o alcance do
pico secretdrico, chega a 15 minutos (apds a introducado do ca-
tion no meio}, a partir do gual, a secrecao retoma os niveis
basais. Comparativapente, o efeito estimulatdrio da 4-AP, na
presenga de 6,0 mM de glicose (figura Ia), foi representado
por um padrac rapido e transitdrio, podendo-se inferir algu-
mas hipdSteses. O estimulo produzido pela {-AP seria decorren
te de uma ré&pida incorporacao de Ca2+ pelas células beta. Por
sua vez, © influxoc de ions Ca2+, resultaria de um blogueico da

A - + .
permeabilidade do K - wvoltagem dependente, associado cor uma
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despolarizag&o da membrana., Na verdade, este efeito represen-
taria, transientemente, uma agéo potencializadora da droga,
mediante a glicose. Conforme observacao anterior,o influxo de
. 2+ . , - .

ions Ca poderia, alternativamente, ser conseguencia de uma

~ . . 2+ -

agao direta da 4-AP sobre canais de Ca - voltagem sensiveis.
Ademais, a rapida 1iberag§o de insulina, provocada pela 4-AP,
poderia resultar, de uma agao sobre os mecanismos distais de
exocitose. Dentro deste raciocinio, n3o se deve excluir a pos
sibilidade, de uma interferéncia da droga, na mobilizacao de
estoqgues de insulina, prontamente disponiveis para o processo

secretdorio.

Nesta andlise, deve-se ressaltar gue um efeito insu-
linotrdpico da 4-AP, foi também demonstrado por AHREN, LEAN-
DER e LUNDQUIST (1981), em camundongos adrenalectomizados e
quimicamente simpatectomizados. Agui, os autores atribuiram o
efeito estimulatdric da 4-AP, a uma acio direta sobre as célu
las beta, de acordo com as proposicoes de LUNDH, LEANDER e
THESLEFF (1977) e LEANDER, ARNER e JOHANSSON (1977), segundo
as guais, a droga facilita o influxo de ions Ca2+ as células
excitaveis.

No presente estudo, imediatamente apds o estimulo
transitdrio, na presenca de 6,0 mM de glicose, a 4-AP nao al-
terou o tonus basal de secregdo de insulina. Como a liberacao
espontanea de insulina, depende da integridade do aparato mi-
crotibulo-microfilamentar, & muito provavel, gue a 4~AP nao
tenha afetado a organizagao estrutural, dessa parte do siste-
ma efetor. Contudo, a confirmagéo desse indicic, exigiria uma

investigacaoc mais apurada.

A utilizacao da 4-AP, como um instrumento farmacold-

gico, foi e serd, um procedimento valioso para a orientacao
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do estudo da fisiologia das células beta, principalmente no
tocante ao melhor conhecimento das distintas caracteristicas

da permeabilidade do X' e ca’”.

Finalmente, alguns estudos necessitariam ser realiza
dos, para esclarecer algumas questoes geradas neste trabalho.

Uma andlise do efluxo do 86Rb, a intervalos de tem-

wpovmais reduzidos, & um detalhe operacional que certamente tra
ra elementos importantes acerca dos efeitos de concentracdes
menores de 4-AP. Assim, flutuacOes temporais da dindmica do
efluxc do 86Rb, poderiam ser detectadas e confrontadas com um
estudo eletrofisioldgico. Conduta semelhante, poderia ser ado

tada com respeito ao estudo da oxidacido da glicose, por perio

dos de incubacao gradualmente diminuidos.



V — RESUMO E CONCLUSOES

A proposicaoc central do presente estudo, foi a anali-
se dos efeitos da 4-AP, sobre a permeabilidade das células be-
ta, ao K e, consequentemente, avaliar a secrecao de insulina
por ilhotas de Langerhans isoladas. Por outro lado, o objetivo
terminal,.foi uma contribuicaoc preliminar, para um melhor en-—
tendimento das multiplas etapas do mecanismo de secrecaoc de in

sulina.

A execucao da parte experimental, foi primeiramente
constitulda pela incubacdo ou perfusio de grupos de ilhotas
pancreaticas de rato, submetido a diferentes protocclos. A in-
cubacao de ilhotas por periodos de 90 a 120 minutos, prestou-
-se para a avaliacao da incorporacio de 45Ca ou da oxidacao
da glicose. Com a perfusao de ilhotas durante 70 a 90 minutos,

efetuou-se a analise de efluxo fracionario do 86Rb, e da dina-

45Ca

mica da secrecgao de insulina e do efluxe do . 08 resulta-

dos obtidos sdo resumidos a seguir:

1 - Sob a analise da dindmica da secrecac de insulina, obser-
vou-se gue, em meio contendo concentrado limiar de glicose (6,0

— » - + - . 2 +
mM), a taxa secretoOria media atingiu, respectivamente, 0,169 -~

0,008, 0,245 = 0,031 e 0,115 z 0,009 pU/ithota/minute, antes,

durante e apOs a introdugéo de 10,0 mM de 4-AP, ao sistema per

fusor. O pico estimulatdrio de secrecio foi rapido e passagei-

ro, para a segulr retomar os niveis basais. Todavia, guands as

ilhotas foram perfundidas, em meic contendo uma concentracdo

supra-iimiar de glicose (16,7 mM), a taxa secretdria media atin
-+ -+

giu, 0,864 I 0,02, 0,532 £ 0,05 e 0,185 % 0,002 uU/ilhota/minu

to, respectivamente, antes, durante e apos a introducidc de 10,0
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mM de 4-AP. O efeito inibitdrio da secrecdo de insulina foi man
tido, mesmo apds a remogdo da droga do meio perfusor. Nio obs-—
tante a nitida gqueda da taxa secretdria, houve indicios de um
ligeiro aumento da secregdo, durante os trés primeiros minutos

czal que @8 ilhotas foram expostas a 4-AP.

2 - A adigdo de 0,1 ou 1,0 mM de 4-AP ao meio perfusor, na au-
séncia ou na presenca de 3,0 mM de glicose, naoc afetou, signi-

86Rb. Contudo, na ausén

ficativamente, o efluxo fracionario do
cia de glicose, aumentando-se a concentracio da 4-AP para 10,0
mM, obteve-se uma elevacdo lenta e progressiva do efluxo do ra-—
dioisGtopo, gue persistiu mesmo apbs a remocdo da droga do meio
perfusor. Na presenca de 3,0 mM de glicose, a adicdo do 10,0 mM
de 4-AP provocou um aumento de alta amplitude do efluxoc do 86Rb.
Por sua vez, na presenca de 6,0 e 16,7 mM de glicose, a 4-AP
(10,0 mM) elevou o efluxo do 86Rb, embora para niveis bem infe
riores aqueles obtidos com 3,0 mM do acficar. Resultados simila
res foram obtidos, quando ilhotas pancreaticas foram perfundi-
das com 50,0 uM de propranolol ou 15,0 pM de atropina, simu1t§

neamente introduzidos com 10,0 mM de 4-AP, na presenca de 6,0

mM de glicose.

Nos protocolos em gue se aplicou 10,0 mM de 4-AP, ao
meio perfusor, notamos, invariavelmente, gue mesmo apbs a remo
cao da droga, o efluxo fracionarioc mantinha-se elevado, em re-

lagao a primeira etapa de perfusaoc.

3 - A oxidacdo da glicose por ilhotas isocladas e incubadas, foi
significativamente inibida pela 4-AP, na presenca de 16,7 mM
+ -+

da hexose. Os valcores atingidos foram de 23,28 = 1,89; 18,78 2

1,87 e 16,75 2 0,99 picomol/120 min/ilhota, respectivaments, na



auséncia e na presenca de 1,0 e 10,0 mM de 4-AP.

4 — A incorporacac de 45Ca por ilhotas iscladas e incubadas,
foi significativamente estimulada por 10,0 mM de 4-AP, atingin
do valores de 68; 110 e 115 por cento maiores, respectivamente,
na auséncia e na presenc¢a de €,0 e 16,7 mM de glicose, em rela

cdo ao experimento controle {(na auséncia de 4-AP).

5 - Quanto a analise do efluxo do 45Ca, por ilhotas isocladas e
perfundidas, observou-se que a adicao de 10,0 mM de 4-AP ao
meio perfusor, induziu um ligeiro aumento da fracao de efluxo
do radioisotopo, na presenca de 6,0 mM de glicose. Apds perio-
do de aprbximaéamente 5 minutos, a tendéncia declinante do e-
filuxo dol retomada. Por outro lado, na presencga de 16,7 mM de
glicose, a adicao de 10,0 mM de 4-AP, provocou uma gueda da

fracao de efluxo do 45Ca.

Os resultados obtidos propiciaram a definicido das se-

guintes conclusoes:

- A 4-AP {10,0 mM) estimulou transitoriamente a secre-
gac de insulina, na presenca de 6,0 mM de glicose, provavelimen
te por intermédio de uma rapida e significativa incorporacdo de
ions Ca2+ pelas celulas beta. Nido obstante ao efeito facilita-
torio da 4-AP sobre o influxo de Caz+, obteve-se indicios de
gue, adicionalmente, a droga ativa a mobilizacao intracelular do
cation. Apoiando-se no fato de gue a secrecgdo basal de insuli-
na nao foi alterada, ap0s o estimulo inicial evocado pela 4-AP,
evidenciou-se gue provavelmente a droga nac afeta ¢ aparato mi

crotubulo-microfilamentar.

- Por sua vez, a drastica inibicio da secrecao de in-

sulina, provocada por 10,0 mM de 4-AP, na presenca de 16,7 mM
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de glicose, certamente decorreu de uma inibicdo do metabolismo
da hexose, associada a uma provavel hiperpolarizacdo da membra

na das ceélulas beta.

-~ Quanto & analise do efluxo do 86Rb, nao se conse-—
guiu demonstrar nitidamente, uma inibicao da permeabilidade do
K - voltagem dependente. Todavia, o efeito estimulatdrio da
secrecao de insulina produzido pela 4-AP (10,0 mM) foi um in-

dicio representativo da manifestagdo daguele evento.

Conquanto se admita gque a 4-AP tenha debilmente inibi
do a permeabilidade do K" - voltagem dependente, ficou patente
que esta foi totalmente mascarada pela ativagao da permeabili-

+ . - . - 24
dade do K , sensivel ao acumulo citosdlico de ilons Ca“ .

. - Cq s + 2+ -
- A ativacao da permeabilidade do K , Ca - senslvel,
provavelmente decorreu, do extracordinidrio aclimulo citosdlico

do cation, evocado pela 4-AP.

Por outro lado, os resultados obtidos,sao compativeis
com a inferéncia de que a 4~AP aumenta a eficacia do transpor-—
te de Ca2+ através da membrana, ativa a mobilizacac intracelu-
lar e potencializa os efeitos subcelulares do cation. Contudo,
a hiperpolarizac¢ao da membrana, provavelmente resultante, in-
tensificada pela inibicaoc do metabolismo da glicose, culminam
por provocar uma drastica gueda da secrecdo de insulina, guan-

de as ilhotas sao estimuladas a um nivel secretdrioc maximal.
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