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E NECESSARIC CRER em alguem ou nalguma coisa. Mas crenx.

Cren nos homens e em Deus, num 40 coragdo ou em toda a
humanidade. Cren nos Lnvisiveds sinais das almas, nos mudos a
pelos do coragao, nas progundas vozes da consciencia. Mas cren
ainda.

Cren nos destinos gue se encontram, se entrelacam e 4s¢
reconhecem; nas fontes Luminosas das inspiracoes, das vocagoes
e das predestinacoes; no fLuxe e nefluxo das almas, dos coaa
coes e dos destings que cantam o0s eteancs motivoes da sdnfondia
do mundo. Mas crern sempre.

Cren nas enenglas espirnituails capazes de alimentar a
nossa vida mais intima e mail vwrogunda; nas forcas magneticas
que nascem do amor e da dor, astros cnladores de coragoes ¢ de
almas, . de consciencias e de desiinos.

Crnern nos Ldeais que fLutuam acima da neossa mortal huma
nidade; numa pathia mais bela e mails fusta que recclha as al
mas vitorlosas; no Anfinito dos mundos onde neina 4 harmonda
Ssuprema, da qual o nosso coragdo e o0 primeino acorde miétenig
40.

Mas cren adinda e sempre nos valores fundamentads da vi
da, befa ainda quando trhdgica, grande ainda quando miseravel.

Crnen, porque a 42 & a chama que diviniza ¢ amoxr.

OLEGARIO PEREZ




A presenga do homem faz lem

brar alguma coisa. A presenca das

coisas faz lembrar Alguem.

Acs meus pais e irmaos,

dedico.
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INTRODUGAO

2+ ~ I :
tem funcao regulatoria em muitos e-

0s Tons Ca
ventos ceiu}ares (RAVAZZOLA e cols., 1976 e RASMUSSEN & GOOD
-MAN, 1977), sendo éste papel regulatorio em secregdo, primei
ramente demonstrado na liberagao de adrenalina por celulas
cromafins da medula suprarenal (DOUGLAS & RUBIN, 1961).

A exemplo do acoplamento excftagéo—contragﬁo em
células musculares, um aumento da concentracgao de Caz+ ioni-
zado em um compartimento critico do citosol das cé&lulas se
cretoras leva a exocitose (RUBIN, 1970). Nas céelulas S este
ion tem papel importante na regulacido da liberacao de insuli
na (WOLLHEIM & SHARP, 1981 e MALAISSE, 1984b).

 Dentre 0s agentes que estimulam a secre¢ao de in-
sulina (iniciadores ou estimulos primarios) temos: <carboi ;
.drafos (g?icose, manose, N-acetilglucosamina, inosina, glice
raldeido, diidroxiacetona, g]ﬁcosamina); aminoacidos (argini
na, ]éycina, 1isina, fenilalanina}; - -acidos gkaxos e outros >
sendo a a-D-glicose o maior estimulo fisiologico. 0s outros
agentes que "per se” ndo desencadeiam a resposta secretoria
sao denominados -potencializadores ou estimulos secundarios
(DELATTRE, 1981).

Assim, "in vivo" a liberacaoc de insulina e regu-
lada por varios fatores, podendo 0s mesmos serem agrupados em.

controle direto, que englobaria um controle nutricional, hor

monal e neuro humoral e, um controle indireto correspondente
3 ontogénese, endbcrino e alimentar (MALAISSE e cols., 1979;

MALAISSE, 1984 e PIPELEERS, 1984).



0 processo de secrecdo de insulina induzido pela

glicose pode ser visto como uma sequéncia de eventos metabo
11&05 (identificacao da glicose pela celula B como estimu-
10); catiBnicos (acimulo intracelular de K e Ca2+) e meca
nicos (ativacgao do sistema de microtﬁbu1o§e ~microfilamentos
responsavel pélatranslocacdo e exocitose -dos granulos secretores
WOLLHEIM & SHARP, 1981; HENQUIM & MEISSNER, 1984; HOWEL & TYHURST,
1984 e SENER & MALAISSE, 1984).

| Por muito tempo duas teorjas foram discutidas pa
ra explicar o évento iniciador da liberagao de insulina. A
primeira por MATSCHINSKY e cols. (1971) postulava a -existéﬁ'
cia de um glicoreceptor que desencadeiaria a respoéta secre
_tﬁfia. A segunda por MALAISSE e cols. {1976) metabdiica (ou
s1tio substrato), sendp presentemente aceita pela grande maio
ria dos investigadores da area. ‘

De acordo com a hipotese de MALAISSE e cols (1976)

temos um aumento da concentfag&o intracelular de NAD(P)H+ s

H e ATP como consequencia do metabolismo da glicose. 0

. . . o A . - , 2+
primeiro atuaria aumentando a atividade ionoforetica do Ca
a nivel da membrana, e o segundo reduziria o contratranspor-

+

‘te Na+/Ca2 , bem como o transporte ionoforetico do Kt pela

~ - + .
membrana. A reducao da saida do K despolariza a membrana e

2+ voltagem- dependentes ,

consequentemente abre os canais de Ca
(SEHLIN & TALJEDAL, 1975 e MALAISSE e cols., 1978b).

A producao aumentada de ATP, essencial para preen
cher a necessidade de energia daquela célula, também parece
contribuir para o aumento intracelular de K+ provavelmente
pelo fechamento dos canais de k* sensiveis ao ATP (CARPINEL-

LT & MALAISSE, 1980b e COOK & HALES, 1984).
Ao contrario da sintese (CURRY, BENNETT & GRODS-




KY, 1968 e PIPELLERS, MARICHAL & MALAISSE, 1973), a 1libera-
gao de insulina, induzida pela glicose, ocorre somente _ na
presenca de Ca2+. Comprovadamente, um aumento na concentra
cao extracelular desse ion leva a um aumento da secrecgao de

insulina (CURRY, BENNE%TA& GRODSKY, 1968; KIKUCHI e cols. ,

1978 e HELLMAN e co]s.,'1979), enquanto que em concentragoes
extracelulares reduzidas ocorre inibicao da secregao (HEN-

QUIM, 1978; MALAISSE e cols., 1978b e HELMAN e cols., 1979).

2+

Além dessa participacio do Ca extracelular, ha um pool de

2+

Ca mobilizado de organelas intracelulares, comprovado re-

centemente por experimentos com QuinZ, um tracador de Ca2+
citoplasmatico (PRENTKI & WOLLHEIM, 1984).
Ha quatro modes que podem ser combinados pelos

. . . - 2+ .
quais os diferentes secretagogos aumentam o nivel de Ca ci

tosolico:

1) aumento do influxo de Ca2+ do 1iquido extracelular pela
abertura de canais voltagem-dependentes ou independentes,
resultando na entrada passiva do Jon (gradiente eletroqui
mico).

2) Diminuigao do seu efluxo.

3). Inibicio do sequestramento de Ca2+ por organelas intrace-
lulares. '

2+ desses depdOsitos intracelulares.

4)-Mpbi?izag§o do Ca

| Com certeza o estimulo da secrecdo induzida pela

glicose utiliza uma combinacdao destes mecanismos, porem a

participacao de cada um ainda nao esta completamente elucida
da. | _ _

MALAISSE-LAGAE e MALAISSE (1971), foram os primei’

ros a demonstrar que ilthotas de ratos incubadas por 90 minu

tos em altas concentragoes de glicose retinham mais Ca2+ do



que aquelas incubadas na ausencia ou em presenca de ~ baixas
concentragSes do agﬁcar. Esse efeito da glicose em aumentar
a }etengﬁo de Ca2+ parece ser exclusivo para as ilhotas, vis
to que nao ocorre no pancreas exocrino, e nem no figado
(BLOOM e cols., 1977). Glicose também inibe o efluxo de Caz+, segu
‘ramente pela redugao do contra transporte Na+/Ca2+ (HERCHUELZ,  SENNER

24 to-

& MALAISSE, 1980). E provavel ainda que a reducdo da saida do Ca
nha a ver com um possivel aumento da incorporacao de Ca2+ por organe
las intréce]u}ares, como sugerido por RIBES e cols. (1981).

Em fe}agﬁo ao KF prevalece hoje em dia o0 conceito
de que e1e§ag50 da concentracao extracelular do mesmo esti-
mula, enquanto que uma redﬁgao inibe a secrecgao de insulina
(GRODSKY & BENNETT, 1966). Porém devemos considerar o traba
lho de HERCHUELZ & MA;AISSE (1980} o qual relata que a reti-
rada do k¥ do meio extracelular poderia acarretar a longo
prazo uma estimulacgdo da secrecao devido ao acumulo intrace-
Tular de Na™ e consequentemente, despolarizagao celular.

A secregao de insulin; provocada pela g1icose 0-
corre devido 3@ sua capacidade em reduzir a permeabilidade ao

kt.

0 acimulo deste 7on na célula B tamb&m se deve a parti-
cipacio da bomba Na® - K* (BOSCHERO e cols., 1977).
J3 o efluxo de K' envolve a ativagdo das permeabi

+ -
2 -sensivel" que podem ser

lidades "voltagem sensivel” e "Ca
5nibida§ pela tetraetilamonia e QUinina respectivamente (AT-
WATER, 1980 e CARPINELLI & MALAISSE, 1980a).

Aminodcidos - também induzem secrecao de insulina
tanto "in vivo" como "in vitro" (LAMBERT e cols., 1969 e MIL
NER,'1969). Neste caso a metabolizagao nao parece ser um

passo determinante pois, arginina e seus analogos nao metabo

lizaveis estimulam secrecao de insulina quando na presenga



de Ca’* (LAMBERT e cols., 1969, MILNER, 1969; MALAISSE - LA-
GAg, BRISSON & MALAISSE, 1971; FAJANS e cols., 1974, LE-
CLERQ-MEYER, MARCHAND & MALAISSE, 1976; HELLMANN e cols. ’
1977 e MALAISSE e cols., 1980). 0 aminocacido arginina despo-
lariza a celula B (BEIGELMAN, RIBALET & ATWATER, 1977 e HEN
QUIN & MEISSNER, 1981), poreém nao reduz o efluxo de ' da
mesma (HENQUIN & MEISSNER, 1981). CHARLES, TAMAGAWA & HEN-
QUIN, (1982) sugeriram que a despolarizacao da celula e devi
da as cargas e?étricas dessa molecula.

2+

A arginina 2stimula a. incorporacgao de Ca pela

abertura de canais de calcio voltagem- independentes, e essa en

2+

trada de Ca“" poderia contribuir para despolarizar a membra-

na da célula B (HERCHUELZ e cols., 1984).

ANTAGONISTAS DE CALCIO

Essas drogas tem-sido objeto de estudo de varios
pesquisadores, e entre elas podemos citar os antibioticos a-
minoglicosTdicos, que sdo substdncias basicas (excegao a vio
micina) elaboradas por actinomicetos dos generos Streptomy -
ces e Micromonospora {RINEHART, 1964).

Formam o grupo as familias da estreptomicina (es
treptomi;ina e diidroestreptomicina); da canamicina (canami-
éina, tobramicina e amicacina); da gentamicina (gentamicina,
sisomicina, netilmicina); e da neomicina (neomicina, paromo
micina, ribostamicina e lividomicina), alem dé outros como
aminosidina, soframicina, espectinomicina, becanamicina, etc.

| Entre eles a estreptomicina , a diidroestreptomici -
na, a aminosidina e a gentamicina sao de maior importancia

clinica devido ao seu amplo uso terapeutico.



Suas estruturas moleculares sao similares =~ ({dois
ou mais aminoacilicares, conectados por enlaces glicosidicos a
um-anei inositdlico modificado - o aminociclitol) (SANDE &
MANDELL, 1980) e induzem qualitativamente efeitos tdoxicos si
milares que, dependendo da»dosagem, metodo de administracao
e duracao do tratamento pode YeQar a quadros de toxicidade
crbnica ou aguda.

Esses antibidoticos interferem com uma variedade
de fungaés fisiologicas tais como: interrupgoes na transmis
sao neuromuscufar (PRINDGEN, 1956; VITAL BRAZIL & CORRADO ,
1957 ; CORRADO, RAMOS & DE ESCOBAR, 1959; VITAL BRAZIL &.PRA-‘
DO FRANCESCHI, 196%a e bj; PITTINGER, ERYASA & ADAMSOM,197D ;.
PIfTINGER & ADAMSON, 1972; DUNKLEY, SANGHVI & GOLDSTEiIN,1973;
WRIGHT & COLLIER, 1977 e LEE & DE SILVA, 1979), desacoplamen
to do processo de excitagdo contragao no musculo cardiaco
(SWAIN, KIPLINGER & BLODY, 1956; LEADERS, PITTINGER & LONG,
1960; ADAMS, 1975a e b3 ADAMS & DURRETT, 1978; PAYET e cols.,
1980}, efeitos inibidores sobre os processos fisiologicos da
contratilidade na muscﬂ]étura]isa vascular (WOLF & WIGTON ,
1971; WEISS, GOODMAN & ADAMS, 1973; GOODMAN, WEISS EVADAMS s
1974 ; ADAMS & GOODMAN, 1975; ADAMS, 1976 e GOODMAN & ADAMs;
1976), musculatura bronquial (BENZI e cols., 1971 e ALTIN-
KURT & KANZIK, 1980), musculatura lisa intestinal (LEADERé,
?ITTINGER & LONG, 1960; DZOLJIC &_ATANACKOVIC, 1965 e PIMEN-
TA DE MORAIS, CORRADO & SUAREZ-KURTZ, 1978}, bloqueio gan-
glionar (CORRADO, 1958; CORRADO & RAMOS, 1958; 1960; LEADERS ,
PITTINGER & LONG, 1960; WRIGHT & COLLIER, 1977 e ALKADHI &
McISAAC, 1978), em alguns parametros fisiologicos de fibras
nervosas mielinizadas (DIECKE, WESTECKER & VOGT, 1971) além
de oto e renal toxidade (HAWKINS, 1970 e HORI e cols., 1984).



Al

Em membranas artificiais os antibioticos testados

jnibiram a passagem de ions tais como Ca2+, Mgz+

, KTe Nat
sendo o efeito da gentamicina dose dependente e o mais poten
te (PICCININI e cols, 1973).

VITAL 3RASIL & CORRADO (1957) foram os primeiros
a mostrar fortes similaridades entre o bloqueio  neuromuscu
tar causado pelos antibioticos aminoglicosidicos e.Mg2+ e, a
demonstrar que neostigmina e Ca2+ sdao drogas antidotas capa
zes de bloquear os efeitos toxicos.

Estudos posteriores confirmaram que Ca2+

e 0o anta
gonista de escolha, mesmo nos casos de toxidade aguda causa-
da ﬁe]os aminoglicosidicos no homem (JONES, 1959 e MULLET &
KEATS, 1961).

A hipotese de que esses antjbiﬁticos formavam um

2+

complexo com Ca defendida por CORRADO (1963) foi <contesta

da por VITAL BRAZIL & PRADO FRANCESCHI (1969b). Estes de-

2+

monstraram que os antibidticos assim como o Mg competiam

com Caz,+ por sitios nos receptores do terminal neural, tor-
nando a hipotese competitiva amplamente aceita.

_ Alem disso, como dito inicialmente por SWAIN, KI-
PLINGER & BﬁODY (1956) e poéteriormente por ELMQVIST &
JOSEFSSON, (1962), PITTINGER & ADAMSON (1972), SUAREZ-KURTZ
(1974), CORRADO, PRADO & PIMENTA DE MORAIS (1975) e KOHLHEP?
e cd]é (1982), esses antibioticos nao tem efeito quelante. de
Ca2+.

Em relacd3o ao pancreas endocrino, os varios anti
bioticos aminoé]icos?dicos inibem "in vitro" a secregao de
jnsulina. Assim, a tobramicina, a sisomicina e especifica -

mente a gentamicina tém sido efetivos em reduzir a secregao

de insulina e incorporacgao de QSCa, os quais nao estao rela




cionados.cgm interferencias no metabolismo da glicose ou sis
tema efetor responsavel pela extrusdo dos granulos contendo
insulina (DELATTRE, SANTOS & BOSCHERO, 1982 e BOSCHERQ &
DELATTRE, 1985).

A .gentamicina, gentamicina C ou Gentiomicina € ,
um antibidotico pertencente 3 divisdo aminociclitdolica do gru
po.dos antibioticos aminoglicosidicos foi escolhido para es-

te trabalho devido a sua ag¢d3o antagonista de Ca2+.



PROPOSIQAG DO TRABALHO

Recentemente tanto em musculo liso, quanto em cé&-
lulas B foi sugerida a existéncia de uma permeabilidade ao

Ca2+

voltagem independente (MEISHERI, HWANG & VAN BREEMEN,
1981 e LEBRGN, MALAISSE & HERCHUELZ, 1982), aléem de uma per-
meabilidade voltagem-dependente (DEAN & MATTEWS, 1970; ATWA-
TER e cols., 1981 e FINDLAY & DUNNE, 1985).

A gentamicina reduziu a secrecdo de insulina mes
mo na auséncia de glicose {(quando as células se encontram PO
Tafizadas), porém'nﬁo afetou a secrecdo em presenca de altas
concentragbes de g11cosé e k¥ e/ou em presenca de Bario e
teofilina (DELATTRE, SANTOS E BOSCHERO, 1982 e BOSCHERO &
DELATTRE, 1985). De acordo com o.exposto acima o presente
trabalho tem como objetivo estudar os efeitos da gentamicina
sobge estas diferentes perméabilidades tentando discriminar

uma possivel preferéncia de bloqueio sobre a permeabilidade

insensivel a voltagem.
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MATERIAL E NETODOS

ANIMAIS

Foram uti1izados ratos albinos Wistar, de ambos
0s sexos de 3 - 6 meses de idade, procedentes do Biotéerio Cen
tral da Universidade Estadual de Campinas, mantidos em ci-
clo fotoperiodico de 14 horas de claro e 10 horas de escuro,
a uma temperatura controlada de aproximadamente 23°c. Foi

*

fornecida ragao comercial balanceada suplementada com complexo

. - . *% _ ’ .
vitaminico e agua ad LALbitum.

ISOLAMENTO DAS ILHOTAS DE LANGERHANS

_ Foi uti1izadé a tecnica descrita por MOSKALENSKI
- (1965) e LACY & KOSTIANOVSKY (1967), modificada por  BOSCHE
Ro; DELATTRE & SANTOS (1980).

Em cada experimento 3 - 6 ratos foram sacrifica-
dos por concussao cerebral, decapitados para sangria e lapa-
ratomizados. 0 ducto biliar comum foi ocluido na sua porgao
distal, junto Ao duodeno e canulado na porgao préximp ao hi
1o hepatico. Através da canula foram injetados 10 - 20 ﬁi de
so]ugﬁd de Hanké enriquecida com glicose (2,8mM) que fluindo
através dos ductos pancredticos, em sentido contrario, promo
veu a divulsao do tecido acinoso.

0 pancreas foi retirado (livre de gordura e nodu

* Labina (Purina) ‘
**  Vitagold ' - !
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los 1inf5ticos) e reduzido a fragmentos de aproximadémen—'
feridos para um tubo de ensaio de 12 x 1,5cm, contendo de
6-10mg de colagenase para cada pancreas. Incubou-se a 37°¢C
durante 16 minutos sob agitacao constante. Nos primeiros 8
rﬁnutos,o'cmwﬁﬁm)fdinwvimentado pela passagem de carbogenio
- 959% O2 5% co, - sendo agitado manualmente no restante do
tempo.

Finda a digestao do tecido aéénoso, foram execu-
tadas 4 lavagens sucessivas do conteudo com solugdo de
Hanks, seguindo-se decantacoes, em que o sobrenadante foi
aspirado, ficando as ilhotas depositadas no fundo. As-1av5
gens serviram para segregar parte do tecido acfnoso, redu
zir ofconteﬁdo de colagenase e enzimas digestivas do meio
e, concentfar as ilhotas.

0 produto final foi depositado ém placa de Pe;
.tri; sendo as ilhotas coletadas sob iupa, com o auxilio de
umda pipeta Pasteur,'previamenie siliconizada e estirada em

bico de Bunsen.

INCORPORAQRO‘ DE l‘lSCa POR ILHOTAS DE LANGERHANS [SOLADAS

Foi utilizada a tecnica originalmente descrita
por MALAISSEwLAGAE & MALAISSE (1971).

Aproximadamente 400 iThotas foram coletadas e
distribuidas em 3 ou 4 grupos. A coleta foi feita alterna-
damente, 10 ithotas de cada vez, eﬁ cada um dos tubos de en
saio (5 x 1 cm).

Terminada a coleta, o sobrenadante de cadq tubo
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foi descartado, sendo adicionado 150 uf de solugdo dé  Krebs

4504 (60 u Ci/m1). Foram acrescentados a solugao

contendo
dé Krebs glicose, K+, arginina, gentamicina ou D600 quando
necessario. A seguir os tubos foram acondicionados em fras
cos de vidro, providqs de'tampa com dispositivo para entra-
da e saida de carbogenio. 0 pH (7.4) da solucgdc de Krebs
radioativa foi ajustado atraves da passagem desse gas duran
te os 10 minutos iniciais. O0s frascos foram completamente
vedados,'procedendo-se a incubag¢ao por 10 ou 90 minutos, a
37°c. |

| Apos a incubacdo, o sobrenadante de cada  -tubo
foi transferido para novos recipientes, para ser &sado como
paﬁrgo externo (MAXIMO). As ithotas foram lavadas quatro
vezes com meio identico ao usado na incubagdo, pofém néo ra
dioativo. Em seguida, as ilhotas foram distribuidas em pla
cas de Petri e recoletadas em grupos de 8, em frascos plas-
tiéés apropriados para cintilagéo 17quida, os quais conti
nham 0,8 ml de agua.

Todos ds fraséos plasticos receberam 6,0 ml1  de
1iquido de cintilacdo {(30% de agente tensoativo Tinovetine,
70% de Tolueno e 400 mg/100 ml do cintilador organico Omni-
fluor), sendo a radiocatividade medida em um contador de ra
diagoes beta (BECKMAN LS 7000, California, U.S.A.).

- | Operacionalmente, para se determinar a quantida-

45

de de Ca incorporado, obtivemos de inicio um fator F pela

seguinte formula:

1000

cpm do (maximo) x 8 \

A multiplicac3o do fator F pelo numero de cpm de
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cada amostra forneceu a quantidade, em picomoles, de calicio
incorporado, durante 10 ou 90 minutos, por ilthota.
Na formula:

2+ contida em 1,0 uf do meio

1000 = quantidade (pmol) de Ca
de incubacgao.

cpm do {(maximo) = numero de cpm contados a partir de 1,0 ut
do meio de fncubagéo.

8 = numerc de ilhotas coletadas em cada frasco.

8
EFLUXO DO 6Rb

86Rb foi utilizado como substituto dos

42

0 isdtopo

86 K,

ions k*. 0 efluxo do Rb revelou-se semelhante ao do
podendo ser usado comd seu substituto sem grande margem _de
erro (BOSCHERO e cols., 1977) ja que o ﬁ?timo apresenta uma
meia vida muito curta (12,5 horas). Este procedimento tem
sido empregado em ilhotas (SEHLIN E TRLJEDAL ., 1974 e
BOSCHEﬁo & MALAISSE, 1977) bem como em outros tecidos (STIEVE
& HARTUNG, 1977). -

Foram coletadas alternadamente como descrito no
item acima, dois grupos contendo 100 ilhotas cada. Estas i
Thotas foram incubadas durante 90 minutos a 370C em soiuggo

de Krebs contendo 16,7 mM de glicose e 86

Rb (80 u Ci/ml) sen
do o pH (7,4) equilibrado durante os 10 minutos iniciais com
carbogEnio..

Apos incubacdo, as ilhotas foram lavadas tres
vezes com so?u@éo de Krebs nao radicativa e transferidas pa

ra uma camara de perfusao (vol = 0,3 ml) forrado com um fil

tro de acetato de celulose com poros de diametro igual a
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5 um. A camara foi ligada a dois recipientes contendo solu
¢oes nutritivas por intermédio de catéteres e uma torneira
com duas saidas. As solugoes nutritivas foram mantidas a
379C e continuamente equilibrado com carbogénio para manu -
tengao do pH em 7,4. |

A perfusao das ilhotas comegou imediatamente a-
pos transferéncia das mesmas péra a camara, COm o meic per-
fusor percorrendo o0 sistema na razao de 0,6ml/min, impeli-
do por uma bomba peristaltica (Holter pump 5-900 Extracorpo
real Med. Spec. Inc., King Prussia, Pa). 0 meio contendoso
lugao nutritiva proveio do primeiro recipiente até 329 minuto |,
do segundo ate o 529 minuto, e novamente do primeiro recipieﬁte ate o
429 minuto, quando a perfusio foi encerrada.

A coleta das amostras teve inTciono 120 minuto a
intervalos regulares de dois minutos. A radioatividade de
cada frasco foi avaliada tambem com um contador de radiagoes
beté; usando-se para isso o'efeito CERENKOV, o qual dispen-
sa o liquido de cintilacdo.

0s resultados éeréo expressos em termos de ‘taxa

86

fracional de efluxo do Rb (%/min).

RAD10SOTOPOS E REAGENTES

Todos os sais utilizados, bem como a glicose e
demais substancias adicionadas ao meio de isolamento e/ou
incubacido, eram de grau analitico de pureza (PA). Albumi-
na bovina fracao V, Colagenase, ‘e EGTA foram  adqui-

ridos  da  Sigma Chemical Co. '(St. Louis, Mo.)

frascos = de polietileno para contagem de radiagao e
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Omnifluor da New England Corp. (Boston, Mo.), filtro da
Millipore Corp. (Bedford, Mass.), Complexo Vitaminico Vita
gold do Lab. Tortuga (Sao Paulo, SP), Tinovetine da COEMA,

86Rb e 45

(Sao Paulo, SP), Ca da Amershan International (Bu-
ckinghanshire, England). Gentamicina na forma de sal sulfa
to foi gentilmente cgdi&o pelo Lab. Schering (Rio de Janei-
ro, RJ). D600 (metoxiverapamil) da Knoll (Ludwighagen s
FRG). Tolueno da Merck (Rio de Janeiro, RJ). Racao Comer -

cial da Purina (Sao Paulo, S.P.).
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SOLUGOES

SoLucAo DE Hanks

A so]ugéo-para isolamento de ilhotas foi prepara
da segundo a composicao salina descrita por HANKS & WALLACE

(1949), apresentando a seguinte formula:

NaC1 8,000 g
KC1 | 0,400 g
CaCl,.2H,0 0,185 g
Mg S04. 7H,0 0,200 g
Na,HPo,.2H,0 0,060 g
KH,PO, 0,060 g
NaHCO, 0,350 g

Hzo destilada (g.s.p.) 1,000 mi

No momento de uso adicionou-se 0,5 g/1 de glico~

se.
A solugao de KREBS tem a seguinte composicao:
Solugao I NaHCO, 13,443 ¢
HZO destilada (gq.s.p.) 500 mi
Solugdo II  NaHCO, | . 4,0325 g
KC1 0,7456 g
MgC1,6H,0 0,4067 g
H,0 destilada (q.s.p.) 500 ml
Solugao III CaC122H20 : 0,29405 g

H,0 destilada (g.s5.p.) 500 ml
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Para confeccao final da solugao de Krebs adicio

nou-se;

1T vol. sol. T
1 vol. sol. I1
T vol. sol. II1
1 vol. HZO

No momento de uso foram adicionados 3 mg/ml de

éYbumina bovina fracgao V.

TRATAMENTO ESTATISTICO

A significancia estatistica foi avaliada pela
aplicagao do teste t de Student, sendo os resultados expres

sos como medias e seus respectivos erros padrao.
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RESULTADOS

EFEITO DA GENTAMICINA SOBRE A INCORPORAQEQ DE 45Ca

As figurqs 2, 4 e 6 ilustram o efeito estimula -
dor da glicose (8,3 mM), da arginina (10 mM) e do K* (20 mM)

45

sobre a incorporagdo de Ca por ilhotas isoladas e incuba-

das durante 90 minutos.

45Ca cbservado foi

0 aumento da incorporacdo de
de 33,97%, 63,28% e 44,65% respectivamente na presenca de
glicose, arginina e K+, sendo significativamente diferente
em relacao ao controle (GO, Argg e K+5) (p < 0,001). As fi
guras 2, 4 e 6 mostram ainda o efeito 3n1b1dor da gentam1c1

45Ca induzida pelos refe~

na (1 mM) sobre a incorporacgao de
ridos estimu}adores. Gentamicina reduziu em 27,81% a incor
poracao na presenca de g1icose (p < 0,001), em 39,59%‘ na
presengé de arginina (p < 0,01) e apenas em 17,80% {p < 0,07)
na presenga de alta concentragao de k.

Come a incorporacao do 450a apos 90 minutos de
}ncubagao reflete uma s1tuagao de equilibrio, decidimos re-
petir estes experimentos com tempo de incubacio mais reduzi

45

'do, ou seja, 10 minutos, onde o influxo de "“Ca prevaleceso

bre o efluxo.
O0s resultados observados estdo ilustrados nas fi

guras 1, 3 e 5. Apos 10 minutos de incubacdo houve aumento

45

significativo da incorporagdo de Ca apenas na presencga de

glicose 8,3 mM e de kKt 20 mM, em relagao ao controle (p <

0,001 e p < 0,01 respectivamente). Gentamicina (1 mM) redu

45

2 - -~ . +
Ziu a incorporacgao de Ca na presenca de glicose, K e mes
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mo arginina em 28,55%, 8,5% e 28,06% respectivamente, sendo
estatisticamente diferente apenas em presenca de glicose e
arginina (p < 0,001).

Os resulitados observados na tabela 1 mostram, um
terceiro protocolo, onde quatro situagoes experimentais fo-
ram conduzidas ao mesmo tempo, ou seja, situacao controle
(K+ 5 mM, GO), controle + gentamicina, substaqcia estimula-
dora (G 8,3 mM e K¥ 20 mM), substancia estimuladora + gentg.
micina. Observa-se que tanto glicose quanto altas concén -
tragoes de kK potencializaram siénfficativamente a incorpo-
racao de 4SC& pelas ilhotas isoladas. A gxemp?o dos dédos
anteriores a inibicao provocada por gentamicina foi  maior
em presenca de glicose quando comparado com aquele induzido
em presenca de 20 mM de k7.

| Nos experimentos seguintes (tabela 2) ndo nota -
mos inibicdo significativa da incorporacao de 450& pelas i-
lhotas ém nenhuma das condigdes experimentais (G 8,3 mM, ar
ginina 10 mM e k* 20 mM) quando dentamicina foi utilizada

na concentracao de O,I'mM.
. 45.
EFerTo po D600 soBRE A INCORPORACAOC DE  Ca

As figuras 7 e 8 ilustram o efeito de (D600) ou -

4SCa tnduzi-

tro antagonista de Ca2+ sobre a 1ncorpbrag50'd§
d& por Glicose (8,3 mM) e K* (20 mM). A incorporacgao de
_450a foi potencializada em 23,06% pe1a'glicose e 28,55% pelo
k* 20 mM (p < 0,001). Na presenca de D600 houve significati
va reducao da incorporagao de 45ca enm 47 ,93% e 46,68% para

glicose e k* respectivamente {p < 0,001).
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86
EFEITO DA GENTAMICINA SOBRE O EFLUXO DO ~ Rb

Nas figuras 9 - 13 observamos o efeito da gentami

86Rt) de ilhotas previamente marca-

cina {1 mM) sobre o efluxo do
~ das com o referido isotopo e éerfundidas durante 72 minutos.

Na ausencia (fig. 9) ou presenca de 8,3 mM de gli
cose (fig. 10) a introdugao de Gentamicina (1 mM) no meio
perfusor entre os minutos 32 e 52, nao alterou significativa

86

mente a razao do efluxo do Rb.

A figura 11 mostra o efeito da glicose (8,3 mM) so

bre o efluxo do 86

Rb de ilhotas perfundidas na presenca de
1 mM de gentamicina. Nota-se que ap0s a introducao de glico
se no meio perfusor houve uma rapida, duradoura e significa-

86pb, a qual permaneceu enquanto a

tiva redugao do efluxo do
glicose esteve presente no meio. Apos a retirada desta (min
52) a razao do efluxo voltou proximo aos valores ‘observados
nos minutos que antecederam a ihtrodugéo da glicose.

A figura 12 mostra o efluxo do 86

Rb de ilhotas per
fundidas na presenca de 20 mM de Kt¥. A introducao de genta-
micina-(l mM) ao meio introduziu uma ligeira reducdo da taxa
de efluxo, embora nHo significativa. Tal redugao desapare -
ceu quando o mesmo protocolo foi realizado na duséncia de

Ca2+'no meio perfusor acrescido de 0,5 mM de EGTA (fig. 13).
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- Incorporacao de 4SCa por ilhotas incubadas duran-
te 10 minutos na auséencia de glicose (G0), presen
ca de 8,3mM de glicose (G 8,3mM) ou presenca de
8,3 mM de glicose e 1 mM de gentamicina (G 8,3 mM
+ gentamicina). Os resultados sao expressos Como .
média + erro padr3do e © nimero de experimentos en

tre parenteses.
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FIGURA 7 - Incorporacao de #5ca por ilhotas incubadas duran

te 90 minutos na ausencia de glicose (GO), pre
senga de 8,3 mM de glicose (G 8,3 mM) ou presen-
¢a de 8,3 mM de glicose e 5 uM de D600 (G 8,3 mM
+ D600). Sao representadas na figura as medias
(+ erro padrao) e o numero de experimenfos en-
tre parenteses.
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GO),' As linhas tracejadas delimitam o periodo em
que a gentamicina esteve presente no meio perfu
sor. Cada ponto corresponde aos valores médios
e as barras aos respectivos erros padrao {(n = 4},
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FIGURA 10 - Efeito da gentamicina (1 mM) sobre o efluxo de

85Rb na presenca de glicose (G) 8,3 mM. Glicose
esteve presente durante toda a perfusao e genta-
micina do 32Q ao 529 .min como indicado pelas 11
nhas tracejadas. Sdo indicadas na figura as me
dias (+ erro padrao). n = 4
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FIGURA 11 - Efeito da glicose (G) 8,3 mM sobre o efluxo de

86Rb em presenca de 1 mM de gentamicina. A

substancia esteve presente durante todo o perio
do de perfusdo. As linhas tracejadas indicam o
‘momento da introducac e retirada de glicose (G)
8,3 mM do meio perfusor. S3o indicadas as me-
dias (+ erro padrao) n = 4.
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DISCUSSAD

A membrana plasmatica separa concentracoes assi-

2+

metricas de Ca“", podendo este penetrar na cé&lula atravésde

2+ voltagem dependentes ou independentes, ou

canais de Ca
ainda pelos canais de Na™t (DEAN & MATHEWS, 1970; MATTHEWS &
SAKAMOTO, 1975 e MALAISSE e cols., 1978b). 0s primeiros pa
recem ser mais universais do que os canais de Na+, sua exis
téncié constitui regra e nao excecgao, porem a razao destes

serem menos conhecidos relaciona-se a dificuldade de se en-

contrar preparagoes adequadas para seu estudo. As eviden -

. - +
cias sugerem que 0s canais de Ca2 sao formados por uma es-
trutura tUnica. Algumas membranas tém . mais. de um compo
2+

nente .de corrente de Ca”~ ", as quais diferem em quase todas
as suas -. propriedades. Por exemplo, podemos encontrar
na mesma membrana diferehgas quanto a depeﬁdéncia a volta -
"gem, cinética e afinidade a outros Jons. Estes canais jafo
ram descritos em indimeros tipos celulares como musculo de
invertebrados ou vertebrados, axénibs ou corpos ce]uiaresde
neuronios, terminais neurais, células secretoras, recepto -
res, organismos unicelulares, celulas epiteliais, etc.

24

Os canais de Ca vo?tagem ~ dependentes nao  sao

| 2+ _ , :
condutores do Ca quando a membrana esta polarizada e se

abrem para permitir a entrada de calt

durante a despolariza
¢ao. Ja os canais voltagem independentes se abrem pela in
teragdao de um agonista com seu receptor, sendo conhecido pe
los fafmaco1ogistas como ROC (canal operado por receptor)

(HAGIWARA, 19733 1975; HAGIWARA & BYERLY, 1981; REUTER )

1973; BAKER & GLITSCH, 1975 e TSIEN, 1983).
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Resultados recentes em nosso laboratorio demons-
traram que a sisomicina (BOSCHERO, DELATTRE & SANTOS, 1981)
e a gentamicina (DELATTRE, SANTOS & BOSCHERO, 1982) inibi -

“5ca e a secrecao de insulina em ilho

ram a incorporacao de
tas isolédas. Essa inibigao foi dose-dependente e rapida -
mente reVertida apos a retirada da droga do meio perfusor.

Por outro lado, esses antibioticos ndo interferi
ram com outros parametros celulares, tais como: metabolismo
da glicose, reducao do efluxo do K* induzido pela glicose ,
Secreg&o de insulina provocada pela combinacdo de Ba2+ e
teofilina, ou pela combinacgao de glicose e altas concentra-
¢oes de K* (BOSCHERO & DELATTRE, 1985). |

Pelo exposto acima, concluiu-se que os antibioti
o o83 aminog]icos?dicos testados, nao interferem com os even-
tos iniciafs (reconhecimento e metabolizag¢do da glicose) ou
distais (ativagao do sistema efetor) do processo secretdrio.
. As 5bservagﬁes, de que gentamicina ndo inibiu a secregdo de
insulina na presenca de g]icdse e altas concentracoes de

+

K, e ndo inibiu a atividade el&trica induzida por glicose

(A.A. GONCALVES & A.C. BOSCHERO, comunicacdao pessoal) indi-
cam que os mecanismos de inibigao de entrada de Ca2+ nas
celulas B, induzidas pela gentamicina, podem ser diferentes
daque]es'provoéados por C02+, verapamil ou D60QO. Estes an-

2* através do bloqueio da

tagonistas inibem a entrada de Ca
permeabi]idade voltagem sensivel (DEVIS e cd]s., 1975; HEN-
QUIN & LAMBERT, 1975 e ATQATER, 1980) alem de terem agao in
tracelular (BAYER e cols., 1975 e CHURCH & ZSOTER, 1980) ,
0 gue nao ocorre com a gentamicind, a qual por ser uma base

cationica nao penetra na c&lula (WRIGHT & COLLIER, 1977).
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Nesta série de experimentos utilizamos K* (20mM)
que despolariza a membrana celular e abre os canais de Ca2+
voltagem dependentes, enquanto que arginina (10 mM) e glico
se (concentracgoes até_8,3 mM) ativam preferencialmente 0$
canais ve]tagemnindependentes (LEBRUN, MALAISSE & HERCHUELZ,
1982 e HERCHUELZ e cols., 1984).

A inibic¢ao da incorporacgdo de ca?t

pela gentami-
cina foi muito maior (27,81% e 39,59%) quando as celulas fo
ram estimuladas respectivamente pela glicose e &rginina dgo
que pelo K (17,8%).

0 tempo de‘ﬁncubagao foi reduzido de 90 minutos
(situacgdo de equilibrio) para 10 minutos (onde hd predomi -
nio do inf?uxo). A mesma tendencia da gentémicina em ini -
bir preferenciaTﬁente a permeabilidade ao C32+ Qoltagem~inf
dépendente {G 8,3 mM e arginina) foi observada tambem en
10 minutos. .

Esse fato foi mais uma vez comprovado no tercei-
ro protocolo, em que a reducaoc de incorporacao dé 45Ca por
ilhotas estimuladas por k* (que ativa a permeabilidade vol-
tagem-dependente) foi menor {(20,61%) quando comparado -com
glicose 8,3 mM (34,01%).

0 efeito da gentamicina parece ser dose-dependen
te, ja que na concentragdo de 0,1 mM nao iﬁibiu de maneira

45Ca.

significativa a incorporacao de
Observagoes recentes em nosso laboratorio mostra
ram que a droga na concentracac de 5 mM ainda mostrou sele-

tividade para a permeabilidade ao Ca2+

voltagem-independen-
te {resultados nao publicados).
0 D600, por outro lado, ndo mostrou seletividade

para essas permeabilidades wna concentracao de 5 M, pois
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45Ca

0s va]oreﬁ'encontrados na inibicao da incorporacgdo de
induzido por altas concentracoes de Kkt e glicose 8,3 mM fo
ram praticamente idénticos (46,68% e 47,93% respectivamen-
te). |

Numa segunda serie de experimentos tentando ob-
ter novos subs?diocs-para melhor compreender o0s efeitos da

‘ I . + .
gentamicina sobre os canais de Ca2 , analisamos o efluxo do

86Rb {(substituto do K+)'em diferentes condigoes experimen-
tais. Inicialmente porque a retencao de k* pelas celulas
g & fundamental para a despolarizacao celular e, conse-

- quentemente étivagﬁo da permeabilidade Ca2+

sensivel a vol
tagem. Em segundo lugar, pela existéncia nas celulas B
de uma permeabilidade ao K+, dependente da concentracao ci
toplasméti;a de C32+ (ATWATER, 1980 e MARTY & NEHER, 1982).

2+

Assim, qualquer alteracao dos fluxos de Ca membranares po

deria refletir a]teragﬁés subsequentes da ﬁermeabi?édadeae
K.

A introdugEO da gentamicina no meio perfusor nao
alterou a razao do efluxo do 86Rb na ausencia ou bresen~,
ca de 8,3 mM de glicose (figs. 9 e 10). Na auséncia de
- glicose, a razio do efluxo encontra-se proximo a 5,5% por
2 minutos, e, a ausencia do efeito dd antibidtico poderia ser
exp3icada pela pouca reducao da incorporacao de Ca2+-véri-
ficadéfnesta condigdao experimental (apenas 8,84%). A fal

86

ta de -efeito da gentamicina sobre o efluxo do ""Rb na presenca de

8,3 mM de giicose‘E primeira vista parece ser paradoxal uma vez que
a reducdo da incorporagao de Ca’* nestas condigOes € signi
ficativa (aproximadamente 30% tanto apos 10 quanto 90 minu

tos de incubacdo). No entanto, se houvesse alguma altera-
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¢ao do efluxo, este deveria ser no sentido de reducio, a
exemplo do observado por LEBRUN, MALAISSE & HERCHUELZ s

(1981) para outros antagonistas de calt

tais como verapamil
e cobalto. Assim um possivel efeito da gentamicina, ficou
mascarado pela propria ag¢dao da glicose a qual sabidamente

86

reduz o efluxo do Rb em ilhotas isoladas (BOSCHERO &

MALAISSE, 1979). A propbdsito, resultados recentes obtidos

3

em nosso laboratorio indicam que a gentamicina (235 e 10 mM)

reduziu significativamente o efluxo do 86

Rb de ilhotas iso-
ladas perfundidas na auséncia de glicose. Finalmente essa.
nossa proposicao e confirmada quando as ilhotas fofam per-
fundidas na presénga de 1 mM de gentamic{na durante 72 minu
fos e 8,3 mM de glicose do 3290 a6 529 minuto (figura 11}, a
qual mostra que o conhecido efeito redutor da permeabi]ida-

de do-gst

. proVocado pela glicose, nao foi alterado pela
gentamicina. Indiretamente estes resultados indicam aihda;.
coﬁo ja observado por BOSCHERO & DELATTRE (1985), que o re-
ferido antibiotico na concentragdo de 1 mM nio interferiu
no metabolismo celular da glicose.

Por outro lado a perfusao de ilhotas em presenga
de a}ias concentracoes de K" (pela despolaritag%o provoca -
da) induziu um aumento significativo da taxa de efluxo do
,86Rb (fig. 12) @uando comparado com o efluxo observado em
concentracdao fisiologicas do K* (fig. 9), corroborando rela
to anterior de BOSCHERO & MALAISSE (1979).

Em presenca de 20 mM de K+, a introdugao de gen-
tamicina no meic perfusor provocou uma ligeira reducdo na

86

taxa de efluxo de Rb. A acgao da gentamicina sobre a per-

meabilidade ao K* parece ser decorrente do seu efeito blo ~
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2+

queador da permeabilidade ao Ca Esta reducao da taxa de

efluxo, embora pequena, @ concernente com a diminuigdo da

2+

incorporagao de Ca observada quando da incubagao de itho

tas em presenca de gentamicina e altas concentracgoes de

+ 2+

K. A retirada de Ca do meio perfusor e a adigao do que

lante de Ca2+

EGTA (fig. 13) aboliu o efeito da gentamici-
na,evidenciando uma possivel participacgao do Ca2+; que pe-
netra a celula pelo canal bloqueado pela gentamicina,sobre
a permeabilidade do K'. |

Concluindo, estes resultados confi?mam as obser
vagoes DELATTRE, SANTOS & BOSCHERO ({1982), de que o efeito
da gentamicina sobre a permeabilidade ao Ca2+ na membrana
das celulas B.se manifesta de maneira dose-dependente, mos
trando ainda que nas concentracoes utilizadas o blogueio o

corre preferenciaimente sobre a permeabilidade voltagem-in

dependente.
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RESUMO E CONCLUSOES

0 presente trabalho teve como objetive  estudar
os efeitos da gentamicina sobre as diferentes permeabilida-

2+ nas celulas 8 de ratos.

des do Ca
Dois métodos distintos foram empregados:
1 - Analise da incorporacgao do 45¢a por ilhotas apos 10 ou
- 90 minutos deinaﬁmgﬁo em diferentes situacoes experimen -
L. tais.

86Rb de ilhotas previamente marca-

2 - Analise do efluxo do
das com o referido isotopo (substituto do 4ZK) e perfun
didas durante 72 minutos em diferentes condigoes experi
mentais.

- A incorporacao do 45

Ca foi inibida pela gentami-
cina (1 mM) com maior potencia, quando estimulada por glico
se ou arginina, quando comparada com altas concentragoes de

K*, Como a glicose (8,3 mM) e arginina (10 mM) estimulam a

permeabilidade ao Caz+

voltagem-insensivel e altas concen -
" tracoes de k* estimulam a perméabi]idade voltagem-sensivel,
concluimos que nesta concentragdo a gentamicina age prefe -
rencialmente sqbre a permeabilidade ao Ca2+ independente da
voltagem tanto em 10 como 20 minutos de.incubagéo. Na con-
centracao de 0,1 mM nao observamos efeito inibitorio da gen
tamicina, indicando que a manifestacdo desse efeito seja do
se~dependente,

0 D600 nao manifestou seletividade por nenhum
dos tipos de permeabilidade, inibindo de maneira semelhante

45

a incorporacao de Ca induzida tanto por altas concentra -

¢oes de k*, quanto por glicose.
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Considerando, por um lado, que a retengiao do kK
pelas celulas B e, a consequente despolarizacao celular. @
fundamental para ativagao de uma permeabilidade ao Ca2+—sqg

sivel a voltagem e, considerando também a existéncia  nas

.

celulas B de uma permeabilidade ao K+—dependente da concen

- . - 2+ ' . .
tracao citosolica de Ca”™ , entendemos de essencial impor -

86

tancia estudar o efluxo do Rb (tragador do K+) de ilhotas

isoladas nas condigoes experimentais empregadas neste tra-
balho. Logicamente qualquer alteracao dos fluxos membrana
res de Ca2+ poderia refletir as alteragoes subsequentes da

'permeabi1idade ao K*.

86

Gentamicina nao alterou o efluxo do Rb na pre

senga ou auséncia de 8,3 mM de glicose e nem alterou o e

86Rb, indicando que

feito da glicose em reduzir o efiuxo de
gentémécina_nao interfere no metabolismo da glicose.

”; Por outro lado, quando as ilhotas foram perfun-
didas com K+20mM, a introducao da gentamicina no meio per-
fusor provocou ligeira reducao da taxa de efluxo. Na au -

+ . . - .
2 no meio perfusor esse efeito nao foi obser-

séncia de Ca
vado demonstrando uma possivel participagao do Ca2+ prove-
niente do meio extracelular sobre a permeabilidade do k.
0s resultados obtidos permitemwnos concluir que:
B - Gentamicina (1 mM) reduziu de maneira mais efetiva a
incorporacdo de 4SCa em situacgoes experimentais (8,3
mM de glicose e arginina) onde predomine a permeabili-

2+

dade ao Ca voltagem insensivel.

2 - A ausencia do efeito da gentamicina sobre o efluxo do
86Rb quando da perfusao em présenga de 20 mM de k* s

EGTA e auséncia de Ca2+-indica uma participagao impor-
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tante do ngf_oriundo do 1iquido extracelular sobre a per -

2+

meabilidade do K*-ca dependente.
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