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1 - INTRODUCAO

Sabe-se, ha mais de 20 anos, 4que os ions
desémpenham papel importante no estimulo-secregio das
células beta pancredticas. Sua importéncia foi primeiramente
demmﬂstrada pela  influéncia dos cédtions extracelulares na
libevaglo de insulina (Gredsks'e Fennett, 1948), pelo efeito
da Qlicoﬁe na retengdo do K* em ilhotas de Langevhans
(Sehlin ¢ Taljedal, 1973), & pelo aparecimento de atividade
elétrica em células beta, estimuladas por secretagogos de
insulina (Dean e Mathews, 1968).

Mais recentemente, tem apavecideo na literatura uma
série de trabalhos dando énfaﬁé ao estudo da pevmeabilidade
ao K* em membranas de fcélulaa beta. Sehlin e Taljedal
(1975) vegistvarvram, pela primeiva vez, um acumulo de ®*Rb™
(ﬁsadu ﬁmmc tragador de K*) quando o meio continha 3 ou 29
mt de glicose. Esses resultados foram definitivamente
comprovados por Boschero e HMalaisse (192?) e Henquin (1978).
Essa retencio do K, induzida pels élicase, contribui para a
despolarizacio celular, fendmeno Ffundamental para o processo

secretdrio (Sehlin e Taljedal,i®75). . -

& despolarizacHo de membrana, provocada pela
retengBo do K* , .promove uma atividade elétrvica tipica
{Iiean, Mathews e Sakamobo, 1975; Meissner e Htwater 1974;

Meissner e Schmelz, 1974). Esta atividade caracteviza-se por
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um padrao bifdsico (Meissner e Atwater, §1974), com a
primeira fase ccrreﬁponden&o a uma longa despolarizagio,
sobreposta  por "gpikes" continuos, seguida por Wi
répolarizacﬁo parcial . A essa repolarizagiio segue-se uma fase
de ondas .lentaa. Cada uma  das ondas apresenta  uma
despolarizaglo rapida, seguida de um platd, depois do qual
ocorre & repolarizag8o lenta. Durante o veferido platd
ocorre atividade em “spikes”. |

| Essas ondas lentas tém sido registradas quando a
ceélula beta ¢ estimulada por gliceose e tawmbém por outros
secretagogos, tais como: gliceraldeido (Dean, ﬁathewﬁ' e
Sakamoto, 19785), leucina (Henquin & Meissner, 1981), fenil-
piruvato (Meissner e Henquin, 1988), ou ainda por baixas
concentracies de tolbutamida (Henquin e Meissner, 1982).
Fara .que esses  secvetagogos ( em especial a glicose)
Cipduzam atividade elétrica em células beta € preciso que,
com excegdo da tolbutamida, os mesmos ﬁéjam metabolizados
pela célula, induzindo reducHo na taxa de efluxo do K* e
cnnﬁequante despolarizagiio celular (Henquin,‘l??S; Boschero
e Malaisse, 1979; Henquin, Heissner & Preissler, 1979; Dean,
Mathews & Sakamoto, 1975).

Uma vez que a metabolizacio déﬁ substratos ¢
nEecessaria para  provocar secvecfo de insulina, € 1dgico
PENSAr QUE Um oW mMais metabdlitos estejam velacionados com O
processo secretdrio. Assim, é retengfo do K*, que induz
despolarizacio c&iﬁlar, foi imputada por diferentes

pesquisadores ao aumento da relagio NADF/NADF(H), aumento da
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concentracdo de H™ e, maié recentemente pela variagio da
razdo ATF/ADF  (Henquin, 1?8@; Lebrun, Malaisse & Herchuslz,
1983, Ha}aisse e Herchuelz, 1982; Face, Trauin e Swmith,
1?83; Kakei, Kelly, ashcroft e Ashoroft, 1986; Dunne &

Fetevrsen, 1984; Troube, Rovasman e Shosaku, 19864).

1.1. CANAIS DE FOTASSIO

Devido & impovtfncia do K* no processo secrvetdrio,
foi dado &nfase ao estudo da permeabilidade desse lon nas
células beta. Atualmente conhecemos trés diferentes classes
de canais de K* em células beta, a sabev: a) um canal de
cation n8o seletivo dependente de Ca*®, (Gtuwrgess, Hales ¢
Ashford, 19867, encontraﬂo também em células cardiacas de
rato e em neuroblastoma de camundonagn  (Colaguhoun, Neher,
Reuter e Stevens, 1981;. Yellen, 19882); b)Y um canal de K*
dependente de Ca*® (Look, Ikeucﬁi'& ?ujimmto, i984; Findlay,
Dunne e Fetersen, 1985),0 qual também foi registrado em
célu?as cromafins da adrenal (Marty, 1981), ceélulas
musculares esqueldéticas de rato (Barfet, Magleby & Fallottsa,
1982); em c¢élulas acinares exodcrinas (Trautman e HMarty,
1984), e celulas renais (Huntav, Lopes, Boulpaep e Giebisch,
1984); ¢) um canal de potassio ATF dependente (Cook e Hales,
i984; Stuvrgess, ééhfurd, Carvington e Hales, 1984; Dunne,
Findlay, Fetersen e Wollheim,i986), encontrados também enm

outrons tecidos tais como: misculo cardiaco (Noma, 1983),

03



nddulo #trio ventricular de coelho (Kakei & Noma, 1984),
 musculo esquelético de sapo  (Spruce, Standen e Stanfield,

1985).

1.4.1i. CANAIS DE CATIONS DEFENDENTES DE Ca™® NAO
SELETIVO AD K™

Canais dg cations nio seletivos, dependentes de
Ca*é foram descritos inicialmente por Colauhoun, Heher,
Reutsr & Stevens (1981 enm células cardiacas de vatos
mantidas em cultura. Sua abertura e seu Fechamento sdo
independentes da potencial de nembrana e n¥o  mostram
seletividade nem ao Na* nem =ao K*. Estes canais sko
especificos para cations nacesﬁitando de ions Ca*® para sua
abertura. ,

Confivmando esses achadog, Harty, Tan e Trautmann
(1984) demonstravam gue a ativacgBo destes canais somente
ocorve quando a concentracio interna de Ca*® atinge valores
maiores que § mh . Ja em linhagem de células secretovas de
insulina (CRI-G1i), esses canais a#regentam uma condut@ncia
de 285 p8, genda igualmente ativados pelo Ca™® dntracelular,
e éendm permedvelis tanto ao Na* quanto ao K* (Ashfovd, Hales
EZS£urgaﬁﬁ, 19286a) .

Outra caréctéristica interessante encontrada parva
ESSES CANRILS  na télula beta € a modulacfo da sua cinética

exevcida pelo ATF, ADF e AMF, quando colocados na superficie
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citoplaswitica da membyrana cslular (Ashford, Hales e

Sturgess, 1984b; Stuvgess, Hales e ashford, 198461} .

1.1.2. CANAIS DE FOTASSIO DE ALTA CONDUTANCIA (Cav®-
DEPENDENTES)

O0s canais de K™ de alta condutdncia, =alvo
principal da nossa atencio neste trébafho, foram descritos
pela primeira vez em células beta pancreadticas por Cook,
Ikeuchi & Fujimoto (1984); e também por Findlay, Dunne e
Fetersen( 198%). Observacoes semelhantes haviam sido feitas
anteriormente em células cromafins, musculares & epitelimis
(Marty, 1984; Barnett, HMagleby e Fallotta, 1982; Maruyzma,
Gallacher & Petevsen, 1983).

Em célulaa_ secretoras de insulina, €888 CaNALs
apresentam uma  condutfncia de 220 p8, muito aproximada
daquela registrada em outros tipos celuiarea (Lattore e
Miller, 4983; fFetersen & HMarugamz, 1984). Canais de K% de
alta condutidncia desempenham papel fundam@ntél O BEecanismo
secvetdrio (Atwater, Frankel, Rojas e Grodsky, 41983), uma
ver que sua ativagfo ou inafivacﬁm'dwp&ndﬁ nio so do nivel
do potencial de membrana, como também .da concentragio
citoplasmdtica de Ca*®.

A ativéﬁﬁo dos canais de K* de alta condut@nciw
dependentes de Ca*® leva a repolarizagdo celular, que, em
dltima andlise, funciona como um mecanismo de "feedback™ no

controle da concentragfo citoplasmitica de Ca*®. Aleém do
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controle sobre esées canais exercido pela concentracio
citoplasmatica de Ea*t®, oy mesmos podem ST ainda
controlados pelo potencial de membrana, bem como ﬁoduladmﬁ
péla concentracio externa de glicose e&/ou por drogas
especificas, tais como A tetraetilamonio (Iwatsuki e

Fetevsen, 192835).

£.4.3. CANAIS DE FOTASSIO MODULADOS FELO ATF

Og canais de K*, modulados por ATF intracelular,
foram reconhecidos pela primeira  wvex em células cardincas
(Noma, 1983y, &, posterviormente, em cultura de células de
ilhotas pancreaticas, de ratos fecémwnaﬁcidmﬁ (Cook & Hales,

i984). Has células secretoras de insulina, es8ses canals

desempenhan  papel importante no acoplamento  estimulo—-
secrecio. {Ashcroft, Harvison e Ashcecroft, 1984; Dunne,

Findlay, Fetersen e Wollheim, 1986).

Estudos mais recentes em ilhotas pancredticas t&m
contribuido muito para o cunheciﬁento do canal de K*,
modulados pelo ATP. Tais estudos tém revelado que esses
caﬁaiﬁ constituem o principal determinante do potencial de
rEpouso da membrana na auséncia de secvetagogos (Ashecvoft,
Harvison & Ashcroft, 1?84; Rorsman € Trube, 19835).

Sturgesé; Ashford, Carrvrington e Hales (1984),
mostvaram que os canais de K* sensiveis ao ATF sfo rdpida e

reversivelmente inibidos, de maneira dose-dependente, pela
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aplicacﬁo de ATF n=a superficie interna da membrana,
corvroborando assim observagbes de Cook e Hales (1984).
Estudos de Kakeif Kelly e Ashoroft (4984) mostraram que o
AP tem =a prﬁpriedade de modular a segnsibilidade desses
canais-ao  ATF, ﬁﬁF nas concentragdes de § a 2 mM reverte a
‘inibicﬁm dos canais de K* induzida pelo ATP. Esses
resultados foram confirmados pov Dunne e Felervsen 41?86} em
RIN m3F, onde 100 a 500 al de ADF podem ativar esses canais,
mESMo eml presencga de ATF. Jd o andlogo nfo hidrvelizdvel do
"ADF (ADP-E-8)  foi incapaz de causar ativagao. Tal fato
sugere que a fosforilagfo € necessdria para que o ADP ative_
a condutfincia dos canais de K* durante a inibi¢Ho provocada
pelo ATF, Isso indica «que a rvazio éTF[ﬁﬂP e relevante em
determinary a abertura dos canais de K* ¢ n#o somente =
ceoncentragio de ATF.

Coincidentemente EEHES Ccanais de K+, ATF
dependentes, sio alvo das sulfuniluréias, como por exemplo,
a tolbutamida, ‘{Trmub&, Rorsman e Shosaku, 1986), drogsa
usada na clinicﬁ médica em pacientes diabdticos tipo IT. As
sulfuniluréias, potencializam a secre¢fo de insulina nesses
pacientes. é proposito, reduclo do efluxo do ®*Rb*® induzido
pela tolbutamids em ilhotas disoladas foi registrado hd

vdrios anos por Boschero e Malaisse (i???)‘e Henauin (19817 .
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1.2.6LICOCONJUGADDS E RESFDUOS DE ACIDO SIALICO

& superficie da maior parte das células animais
s8o negativamente carrvegadas. A principal causa dessa
negati#idade consiste na ionizagho de grupos carboxil do
dcido sidlico (Gottschlak, i964), 08 quais ocupam posicHo
terminal pariférica na porgio oligossacaridica daﬁ
glicoproteinas e g1icolipid€5'que fazem parte da  camada
superficial da ﬁemb'anal celular  (Steck, 1974; Winzler,
i9270). Esses rvesiduos, que apresentam particular afinidade
por Ca*®, constituem um componente importante de ligagio
para cations n# superficie celular, como demonstvado enm
membrana de eritrdcitoﬁ {Long ¢ Hmuaf, 1974y . Tanto a
afinidade como =a negatividade desses radicais podem  ser
comprovadas pela tendéncia que o La™® tem em ligarv-se &
superficie das ceélulas cardiacas, deslocando grandes
quant idades de Ca*®. Este fato sugere um papel impovtante
dos radicais de acido sidlico na regulacio da permeabilidade
an Ca*®, nas células de um modo geral (Long e Mouat, 1971;
Langer & Frank, 1972},

A exemplo do La*® |, outros antagonistas de Ca™®
foram testados por Hattori, Hazama, Kanno & Nakao (1986}, em
células cardiacagh'pré"tratadas com newrgaminidase, enzima
que  extrai os radicais de dcido sidlico da membrana.
Verapamil, diltiaéén e nifedipine foram testados, e com

excegio do nifedipine, os resultados encantrados sugerem que
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o dcido sidlico pode estar envelvido no mecanismo de agio
 destes antagbniﬁtas de Ca*®,

A particiragSo de residuos de dcido sidlico na
?iﬁiclegia celular ndo se restringe apenas & modulagio da
permeabilidade ibnica. Sabe~se qﬁe sUa  TremoGHD pela
neurvawinidase, em tecido adiposo, altera a ac8o da insulina
no transporte de glicose, bem como sobre a lipdlise (
Cuatrecasas & Illiano, 197%i; Yamaguchi; Gato e Kathuria,
.9685) .

Dutro papel importante desses radicais & a
possivel protegio d&.c@rtmﬁ antigenos, os quais normalmente
s8o encobertos por esses vesiduos. A retivada dos mesmos
pode induzir veagoes antigeno-anticorpo, como - bham
demonstrado em células de insulinoma (RINaSFY  (Uchigata,

Spitalnik, Tachiwaki, Salata ¢ Hothking, 1987).

1.3. ANTAGONISTAS DE CALCIO

2t

iversos estudos in vitro” tém demonstyado que a
concentragio dos ions Ca*®, em ftluidos extracelulares, & de
fundamental importidncia para = liberag8o de insulina
(Grodsky & Bennett, 1948, Devis , BSomers e Malaisse, 197%) .

] pap&?m do Ca*® tem sido investigado divetamente
por diversas técnicas, entre elas, as téenicas bioelétrica,
ultraestrutural e rvadioisotdpicas (Mathews e Sakamoto i??ﬁ;

Hellman, Sehlin e Taljedal, i974).
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For outro lado, parte considerdvel dos
conhecimantdﬁ sobre a importfncia desse cation, tanta na
secrecio de insulina quanto nos mecanismos de trocag idnicas
a nivel de membrana, Esté baseada nas obsevvacbes obtidas
com antagonistas orgdnicos e/ou inﬁrgﬁnicos de Ca*v®, tais
" como: Co*®, La*® , verapamil, nifedipine, {Hellman, SBehlin e
Taliedal, -1976; Henguin e Lambert; 1??;; Malaisse e
Boschero, 1977; Devis, Somers e Obberghen, 1975) & mais
recentemént@ pela utilizaglio da gentamicing (GEM} (Boachero.
e Delattre, 1985). Dentre estes, o mais utilizado Foi o
verapamil. Contudo, ftrabalhos com Pibras de Purkinge
cardiacas caninas, ilhotas pancredticas de rato e axdnio de
Tula (Posner, Hillef e Lambert, 19795; Boschero & Malaisse,
197%9; Begenisick & Linck, 1974), demonstrarvam que, tanto o
verapamil quanto o Co*®, nio sio blmqueadofeﬁ especiticos de
ccanais de Ca*®, pois estes atuam também como inibidores
diretos das corventes de Na™ e, especialmente, de K*!

Ha na literatura inumeros relatos sobrve o efeito
dos antibidticos aminoglicosideons (particularmente a GERN)Y,
indicando que possuem um efeito blogqueador na pegvmeabilidade
ao Ca*® e grande numevo de preparagbes bioldgicas
(Covvrado, Frado e Pimenta, 19282). Essa substéncia mostrou-se
efetiva em inibir a secregiio de insulina e veduzir a
captacfo do A%Ca*®  por ilhotas pancredticas isoladas
(Boschero e Delattre, 1985). Outvos antibidticos desse
arupo, tais como estreptomicina, neomicina, podem interferir

na atividade miocdrdica, ganglionar autondmica bem como
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tragsmisﬁﬁo newromuscular (Pittingev & Adamson, 19782; Swain,
Kiplinger € Brody, 1994). A agdo do blogueio neuromuscular
pode ser revertida pelo aumento da concentracfo do Ca*®, @
tem sido sugerido que os aminoglicosidens competem com o
Ca*® por  um sitio especifico do receptor (Fittinger e
- Adamson, 1972) .

Faivhurts e Macri (19753, observaram que =a
~estreptomicina e a neomicina inibem o efluxo do ABCATF em
fragmentos de - reticulo sarcoplasmatico de musculo
esquelético. Tulkens e Trossel (19783 mostraram que 0%
aminoglicosideos, por HETER cnmpoatoé polibiasicos &
hidrofilicos {(esquema 1), n8o penetram nw membrana, mas
inter ferem com ligantes de Ca™®,

Lullmann & Schwarz (198%) determinavam,em misculo
cardiaco, que os antibioticos dibecacina, sisomicina e
gentamicina reduzem o conteiddo de Ca>™ em atéd BOX. A pevda
do Ca*®, ligado supevficialmente, foi acompanhada por uma
reducio na %urcg contratil de 49 a 90%.

0 esquema Il (Lullmann e bBehwarz, 1985), sugere
um possivel mecanismo de agHo dos aminoglicosideos na
superficie &a membrana de células cardiacas. Em (&), a
concentracfo do Ca*® extracelular estd em equilibrio com
pumerosos sitios ligantes anidnicos na Quﬁér?iuie sxterna da
membrana. Primeiramente, o Ca*® seria liberado, dependente
de voltagem, de um depdsito situado na supevficie interna, o
qual esta em equilibvio com o Ca*® da superficie externa A

sequir o Ca*® ligado na superficie externa fluiria, atvavés
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ESQUEHA I

Esguema representando n efeito dos antibidticos
aminoglicosidens sobre a ligagho de Ca*® na superficie da
mambrana celular.  Em (a) contrdle, em (b)) na presenga de
antibidticos aminoglicosidens, como proposto por Lillmann e
Schwarz (198%) :
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_dms.canais, para o interiov da célula. Em (b), a situagio &
esquematicamente representada em presenga de antibioticos
aminuglicasidicos, os quais competem por esses sitios
ligantes anifnicos, reduzindo assim & ligacio do Ca*® nesses
sitios e como consegiiéncia uma diminuigRo no  acoplamento
egcitacﬁa~contrac§o do misculo cardiaco.

Esses autores concluivam ainda que o8 grupos
dcidos dos fosfolipides pertencentes & superficie externa da
membrana plasmdtica, € os grupos dcidos das glicopvoteinas
que formam o glicocalice vrepvesentam um sitio de ligagio
anidnica do Ca™® . Contudo, convém mencionar gue estudos "in
vivo" e “"in vitro"”, em tudbulos renais (Marche,0liver,Givard
e Morin 1985), mostraram que o fosfoinositol desempenha um
papel de grande importd@ncia na interagio entvre
aminoglicosideos e células epiteliais renais de coelhos. 0
fosfatidilinositol 4-bifosfato (Fi-FE2) € um componente chave
Cda membrana, pois regula o transporte de Ca®™ e a  sua
mebilizacio intracelular. Assim, quifiﬂaaﬁﬁﬁ induzidas por
aminoglicosideos no metabolismo do Tosfoinositol podem ser
consideradas como wum evento primdvio na toxicidade desta
.droga, que #Qd&ria-reaultar em alteragdes na homeoataée do

CGa*r® pestas cédlulas,
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i.4. FROFPOSTA DO TRABALHO

Fela revisio da litevatura, constata-se &
importincia  das permeabilidades idnicas no VPYQﬂ@BﬁQ
secretdrio celular. Em especial o papel do K* e do Ca*® nas
células secretoras de insulina, onde os itons K* desempenhanm
um papel fundamental na rvegulaglo do potencial de membrana
dessas células.

Basicamente, podemos destacar duas pervmeabilidades
especificas wno K em célulag beta. Uma dependente da
concentracio citoplasmdtica de Ca*® e outva dos niveis
celulares deg ATF.

Nosso intuito, na realizaglo deste trabalho, foi
estudar a permeabilidade ao K*, em espetial  aquelsa
controlada pelo Ca*®  dinterno. Fava avaliar tal
permeabilidacde, wutilizamos a gentamicina, que, Aﬁmgundm @
literatura, interfere no acdmuleo do  Ca™®  dintracelular,
Tambeém vtilizamos a neuroaminidase, uma enzima que exbrai da
membvrana radicais de acido siilica provavelmente envolvidos

no transporte do £a*® para o interigr da célula,
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2 - MATERIAL E M&TODO

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos WISTAR, de ambos os
sexos, de 3 a 4 meses de idade, procedentes do BIOTERIO
CENTRAL DA UNICAHF, Esses animaia‘ ¥§ram rotineivamente
mantidos por um periodo de adaptacio de § w 6 dias no
biotdrio de manutengio do DEFARTAMENTO DE  FISIOLDGIA E
BIOFiSICA e alimentados com vag8o (Labina~-Purinal) & dgus “ad

libitum™, a qual continha um complexo vitaminico (Vitagold).

2.2. TECHNICA DE ISOLAMENTO DAS ILHOTAS DE LANGERHANS DE
RATOS

Apos o sacrvificio e lapatmtmmizmqﬁm do andmal, ©
ducto biliar comum foi canulado proximo ao hilo do figado &
ligado na sua posigio distal adjacente ao duodeno. Atvavés
da cénula de polietileno, injetou-se 40 ml de solugho de
Hanks enviquecida com glicose (2.8 mM) que fluindo através
tos ductos pancredticos em sentido retrdgrado, promoveu a
divulsio do tecido acinoso.

O pancreas foi retirado livre do tecido aqinoﬁb &
nddulos linfétiaoé; sendo a seguir, reduzido a fragmentos de

aproximadamente €,% wm3 com o auxilio die wma  tesoura.
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Posteriorménte os fragmentos foram transferidos para um tubo
de ensaio de 42 % 1,9 cm, em presenca de Hanks, contendo 4 a
8 mg de colagenase pov pancreas. Em seguida, os fragmentos
foram incubados a 37 °C durante apvroximadamente 14 min, sob
constante agitacfo. Nos 8 min iniciais, o conteddo Ffoi
movimentado pela passagem de carbogénio (99% Og : 5% Clz) e
o restante dart@mpo por agitagio manual. Apds o périodm de
incubagio, o material foi lavado % vezes para a remogio da
colagenasg, das 'énzimag‘ digestivas libervadas durante =2
incubacio e também dos fFragmentos celulares. Um peviodo de
mais ow menos 2 min entve as lavidgens fol necessdrio para
proceder a decantagfo do material.

fis  ilhotas, AgOTA compl&tamante separadas  do
tecido acinoso, Toram coletadas wma & uma, sob  lupa, por
aspiracio com o auxilio de pipeta FPASTEUR, previamente

giliconizada e estivada.

£.3. EFLUX0O DO RUBEIDIO (®<RbY

Fara andlise da permeabilidade do K™, utilizoumAe,
nesse  trabalho, 0 "Rb como  substituteo do K*.  Tal
procedimento justificawﬁﬁ B oy motiva§ técﬁicms, uma ver qgue
¢ BK* ddeal comghtra¢ador do ®PK* apresenta meia-vida muito
curta (12,5 hovas), o que inviabiliza sua uwtilizaclo. Aliads,
o uso de "SRb* como substituto do K*  tem sido largamente

emnpregado tanto  em ilhotas como em outros tecidos (Sehlin e
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Taljedal, i974; Stieve € Hartung, 1977), sendo a razlo de
efluxo de ambos muito semelhante (Boschero e Malalsse,
i977). Apos isolamento, dois arupos contendo 158 a £00
ilhataﬁ cada, Fforam transferidos para tubos de ensaios (Hxi
cm) contende 1,9 ml de solugHo de Hanks. 0 sobvenadante foi
déscartadm ¢ Foram adicionados 200 ul de solucHo de Krebs
contendo o  ®9SRb™ (8@ HCi/ml) envigquecido com 16,7 mM de
glicose. Logo apds, as ilhotas foram incubadas durante 92
min a 37 °C, sendo o pH-(?,d) equilibrado durante os 1@ min
iniciais com carbogénio. Nos experimentos onde usamos
nevroaminidase (2,5 U/ml), esta Foi diludida em Krebs e
adicionada ao meio de incubag8o juntamente cowm o isdtopo do
BERh*

Apos o periodo de incubm¢Bo, =z  ilhotas foram
lavadas tvés vezes com soluclo de Krebs nfo vadioativa a @
“C e transferidas péra uma cimara de perfusiio (vol. 0,3 ml)
fmrrada com um filtvo de acetato de celulose, com poros de
didmentro igual a 8 um (Millipore Corp. Redford, Mass.).
Essas cAmaras foram conectadas em um sistema de perfusio gue
consiste de dois rvecipientes contendo solugles nutvritivas
ligadas por  intermédio de cateteres a uma torneira de duas
vias. As ﬁﬁlucﬁe5 nutritivas e experimentais Toram mantidas
a 37 =0 e continuamente equilibradas com carbegénio para
manutengio do pH“emw7,4.

Assim que  as ilhotas foram transferidas .paré as
camaras, iniciou~se a perfusio, durante a qual o liguido

perfusor percorvey o sistema na raziio de iml/min, sendo

17



impulsionado por uma bomba pevistaltica (Holter Fump 5. 90@
Extracarpora& Med. Spec. Inc.,King Frussia Fa).

A solugio nutvitiva proveio do primeivo recipiente
Caté o 30 min., do segundo recipiente (situagio
Ceswperimental) atdé o S@° min. e ’nnvamente do primeiro
vecipiente até o 70° @min., quando findou a perfusfc. As
amostvras Foram coletadas a partiv do 12° min. a intervalos
regulares  de 2 min. em frascos payra contagen de
radipatividade. Nos experimentos onde usamos teofilina, o
tempo de perfusio foi veduzido parva 45 min., sendo que o
inicio da coleta foi no 26° min. a intervalos regularves de 5
min., atd o 30 min. e de 36 seg. até o Ffinal do
gxpevimento.

f vadioatividade contida no efluente de cada
frasco Foi  avaliada em contador de radiacio beta, uﬁmndmwﬁe
para isto o efeito Cerenkov, o qual dispensa o uso de
liguido de cintilagio.

Em cada experimento, o _e%luxm do “<*Rbh™ {(cpw) foi
expresso como  a rvazfo fracional do efluxo, w gual indica a
porcentagem do contddo total de radioatividade contida na

ilhota liberada em cada intervalo de fempo (2 min.).
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2.4. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para avaliar a magnitude da variagfo do efluxo do
isotopo (“@Rb* Y, calculou-se para cada experimento =&
difevenca entre os valores regiﬁfradmﬁ depois da alteragio
da condigio experimental (3@ min.) e 0% gsperados,
calculados pela extrapolagldo da curva exponencial, baseada
ﬁas dados obtidos antes da alterag8o (4i2° ao 30° min.). O
mesno procedimento  foi mantido auando a droga fol vetivada
do meio  (90° min.). 'Exiﬁte wuma relac@io entre o efluxo de
Berh* & seu conteddo no interior da ilhota de Langerhans,

que pode ser descrita pela equagio:

E = a x g® »* ¢ (1)
onde E ¢ igual ao efluxo do Y*Rb*, a & b sﬁoiconétaﬁtﬁﬁ
deFinidaﬁ experimentalwente, & indica o tempo & £ 0 numero
de BEuler . PFara avaliav-mos  este pav8metro realizamos uma
analise de vegressio linear simples, apds a aplicagfo de
logaritmo neperiano {Ln) em ambos os termos da equa¢ﬁ0 (i),

(Costa Neto, 1977), acsim:

it

Ln E Ln a + b xt {(2)

batimando-se os coeficientes a e b pelo método dos

minimns  gquadrados, caloculou-se o efluxo esperado & a

significfncia estatistica fol avaliada pela aplicacgio do
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teste t  de Student, sendo o0s resultados expressos Como
ﬁédias e seﬁﬁ respectivos evrvos padvdes.

As‘tabelaﬁ Ia, Ib e II fovam confeccionadas @
partir do tratamento acima citado ¢ admitindo~se como n&o

sianificantes valores de p > 5%,

2.%. RADIOISOTOFOS E REAGENTES

Taodos ot sais wubtilizados, bem como & glicose &
demais substincias adicionadas ao megio de isolamento &/ou
incubagcfo, possuian grauw analitico de  pureza (p.ad.
Albumina bovina V, colagenase (260 Udwgl, neuroaminidase
tipo X, Fforam obtidas da Sigma Chemical Co. (8t. Louis,
M.0.). Teontilina anidva foi da Schwarza-Mann (Orangeburg,
N.Y.Y. Bentamicina na ?cfma de sal  sulfato, foi obtida do
labovatodvio Schering (Rio de Jansivo, R.J.). Oeih* & Fraécmﬁ
de polietilenc para contagem de vadiacfo, foram da HNew
Enaland Nucleany Corp. {(Bostom, M.0.) ¢ complexo vitaminico
Vitagold do labovatdvio Tortuga (S35 Paqlﬁ, S Py e EG.T.A.

(Sigma Chemical Co., St Lowis).

UNEOAy R
BIBLIOTECA CFHTRa:
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2.6. SOLUCGES

& solugio para isolamento de ilhotas, Foi
preparvada segundo a composicio salins desevita por Hanks e

wailacé (1949), sendo constituida da seguinte Formula:

NaC1 ‘ - 8,009
K€l | ?,40q9
CaCle 0,44y
HgS0.a 7Hu0 ' 0,20q
NaHzF(a - @, 489
KHaF0.a ®.069
HaHC0, ¢,35g
| Hmﬁ‘deimnizada (Qﬁp) je6o wml

No momento de uso adicionaram—se 0.5 g/1 de

alicose
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A4 solugio-tampio bicarbonato de Kyebes~Ringer

(Krehs), tem a seguinte composicio:

NaCl 26, 88480
NaHCOg 8,845g
KC1 i,4%94g
HMally 6HmD ¢,81i3¢
CaCle 2HaD 2, 588q
Hel) destilada (qsp) i.060ml

No momenta de uso, foram adicionados 2 wmasml

de albumina bovina fragfo V.
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3 - RESULTALOS

3.1. EFEITO DA GEN SORBRE 0O EFLUXO DO ®%Rb HA

AUSECIA E PRESENCA DE GLICOSE

A Figura I mostva o efeito de difeventes

v

concentractes de gentamicina (GEN) sobre o efluxe de
Bopb* de ilhotas perfundidas na auséncia de glicose. Na
parte superior (4), ébﬁ@rvammﬁ qme'm gfeito da  GEW
(imM) entre o0 30 e 0 50° min. nio provocou altevagio
ﬁimnificativa no efluxo.

GEN nas amnc&nttacﬂea e 2 oa O omM (Figura IR
& Iﬂ) induzio wma acentuada raducﬁo'no efluxo do PERb*.
0 calculo dos valoves reais de efluxo, QhﬁETV&de PATR
o min., 34, 36, B8 e 40, quando comparados com 08
valoves tedvricos obtidos pela extrapolagiio da curva
para 0s réépectivoﬁ minutus,‘ foram signiticativamente
difeventes, como demonstra a tab&la Ta. Quando a droga
foi retirada do meio perfusor no 50 min., o efluxo do
o foi  revertido & =& comparagio com o8 valores
tedricos indicou diferencas significativas para alguns
pontos, na ~figura IB & para todos os pontos na figurs
IC, como demonstva a tabela II.

A figura II mostra que a  introduglo da GEN

(GmM) no meio contendo 8.3mM de glicose também induziu
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redugio do efluxe do ®*Rb* , efeito este revertido apds
3 retivada da droga no aGae min. Diferengas
estatisticamente significativas foram encontradas entre
s valores reais do efluxo e 65 valores ‘teéricmﬁ
obtidos por extrapolagio da. curva entre 0% 34° g 40°
min. (tabela Ia) bem como entre os S54° ¢ 40 wmin. de

perfusfio (tabela II).

3.2. EFEITO DA GEN SOBRE O EFLUXO DE ®SRb EM
DIFERENTES CONCENTRACBES DE Ca*®

fs Figuras J1IT4a e TIIIR ilustram o efeito da
GEN (2 e SnM)  sobre o efluxo de Rb™ em presenca de 10
md de Ca*®. GEN (2mM) yeduziu significativamente o
efluxo do B*Rb* para os min. 34° ¢ 40° (tabela 1). Fssa
redugio Toi passageira, com 0 efluxo voltando a valoves
semelhantes agqueles registrados no periodo e
antecedew a  introdugio da dvroga. GEN  (SmM), (figura
I1IB ¢ tabela I), provocouw reducio significativa no
efluxo do  9*RbL* , a qual permaneceu até a retiréda da
droga do meio perfusor. A& Ffigura III e tabela I
evidenciam que, apds a retirvada de OFEN, hmgv& um
significatixa auvmento da‘ efluxo Gk situacio
experimental com SoM de GEN, mas nio com PmM.

& figura IV ilustra o efeito da GEN fimM (&) «

SmH (B)Y  sobre o efluxo de ®%Rb* na auséncia de Ca*® e
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em preseca de @.5mHM  de EGTA. Na auséncia de Ca*® |, a
GEN nfo alterou o efluxe do ®SRb*.

A Tigura V evidencia o efeito da redugio da
concentragio de Ca* de 4imM para @.4imM sobre o efluxo de
9eRb* na  auséncia de glicose. Esta altevagRo dinduziu

ligeivro aumento do efluxo, swhora nao significativo.

3.3. EFEITO DA TEOFILINA (TED) NA AUSENCIA E NA
FRESENCA DE GEN SOBRE 0 EFLUXO DO ®eRb

A Figura VI mostra o efeifo da TEO (5w}
sobre o efluxe de Rb* na auséncia (A) e na presenga (B)
de GEN {(SwM) . Esses expevimentes foram  executados na
presenca de 8.3mM de glicose & imM de Ca™® | A TEQ foi
efebiva em  aumentar o efluxo guando foi introduezida ao
meio de  pevfusiio no 35° min. tanto na auséncia como na
presenca de GEN. 0 caleulo dos wvaloves reais dos
efluxos eobservados para os ﬁiﬁutog 87, 37.%, 38, 368.%5,
39 e 39.9 de perfusio compavados com  0s valores
tedricos, obtidos pela extrapolaglo da curva pPara o0s
vespectivos minutos, foram significat ivamente
ditferentes na majovia dos pontos, como demonstra =z

tabela Ib.
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3.4. EFEITO DA GEN EM FPRESENGA DE NEUROAMINIDASE
SOBRE O EFLUXO DO ®<Rb

Ha figura VIl oherva-se, em (A),que  =a
incubagio prévia com neurcaminidase (2. 5Um1) provocou
jigeira aceleragldo do efluxo de Rb* a exemplo do
ohﬁervadm.na Figura IVA ( em que as ilhotas Toram
perfundidas na auséneia de Ca*e g em presenca de EGTa)Y .

ﬁ‘$igura OIIB ¢ tabelas la e II evidenciam
claramente que, mesmo com &  suposta vetirads dos
restduns de dcidos sialicos pela newroaminidase, a GER
reduzin 0o efluxo do ®4Rkb*  , sendo estatisticamente
significativa a partir do 349 min. Apds a vetirvada da
GEN do meio, o efluxo retornown a valores mais elevados,
sendo estes estatisticamente difeventes a partir do 94«
min. quando comparados com os valores tedricos obtidos

pela extrapolacio dae curva.
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FIGURA I

Efeito da  OEN imM AY, 2 (B e Lart (0),
sobre o efluxo do BsRbh*  de  ilhotas isoladas e
pevfundidas  durante 70 min. Os  experimentos .Fmram
vealizados na  auséncia de glicose & na presenca de {imH
de Ca*v®, A BEN esteve presente entre o 30° ¢ 50° wmin.
de perfusio, como indicado pelas linhas verticais
pontilhadas. S8o indicadas as médias {*/. erro padrio
da média) sendo n=2 para a condigfo experimental A e

n=4 para B e C.
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FIGURA 11X

Efeito da  OEN oM sobre o efluxo do ¥4Rb* de
ilhotas isoladas.  Os expevimentos  foram realizados em
presenca de 8. 3aM de olicose ¢ a GEN esteve presente
gntve 0 39° & 502 nin. de péviusio, como indicado pelas
lTinhas verticais wmntilhmdaﬁ, Ban  indicadas as médias

(*/ erro padr3o da média) sendo n=4.
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FISURA LIT

Efeito da GEH 2ni (py e Smi (py sobre O
efluxo de wapip™ de ithotas per?undiﬂaﬁ na auséncia de
glicose & @ pPYesneEnga dg  Ca*® LomHd. A GEN ssteve
presente Do weio sentve O 30 & o He° min . de per?u%ﬁa,
C oo indicado pelas 1inhas yerticals pmntilhmdmﬁ. BR0
indicadaﬁ_médiaﬁ (*/.. EYYO padrﬁm da médin)l sendo n=3
oy imental (AY & n=d4 para {BY.

para R cmndiuﬁm P
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FIGURA IV

Efeito da GEN feH (A & BaiH (B) sobre o
gt huxn do BERhr de ilhotus perfundidas na auséncia de
glicose & na presenga  de EOTA ¢ .8%mH. A OGEN esteve
presente no  dntervalo de pervfusBo compreendido entre o
3g® v o 56 minv, como indicado pelas linhas verticais
pontilhadas. $80 indicadas as médiaé (*/.. evro padrio
da médin}, sendo n=2 para a condigBo experimental (A) e

n=4 para a situagio (B,
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FIGURA ¥

Efeito da  rvedugBo da concentragio de (Ca*®
sobrve o efluxo do  ?*Rb* em ilhotas perfundidas na
anséneia de  glicose. Entre 0‘3®° ¢ o G99 min. de
perfuslo, oomo indicado pelas linhas - wveviicais
pontilhadas, a concentragfo de Ca*® imM  foi veduzida
para ¢.imM. S8o indicadas as médias (/. EVYO padrio da

mEdia) sendo ns=d,



2+

Ca O1

24

Ca 1

(‘U Jod o,

©

) QY. 0Q TYNOIOVY

oxXnid43

0.0t \

50

TEMPO (min.)

30

12

31



FIGURA VI

Efeito da teofilina SmH sobre o efluxo de
B4h* de ilhotas pefundidas na auséncia  em (&) e na
presengs em (B) de  GEH  SwM. Os expesrimentos meam
executados na presencs de 8.3mM dé glicose e imM de
Ca*® A coleta das amﬁ5tra$ Foi inicimda no 2469 min., &
intervalos regulares de 69 seg. até o 392° min., & da’BQ
seg. até o Ffinal do expevimehtu. A linha traaeéada
vertical indica o momento da introdugHo da TED. Nos
gxperimentos indicados em (B)Y a GEN esteve presente
desde o dinicio da perfusfio. 880 indicadas as mdéddias
(*/.. grvo padrio da médiad, sendo n=4 tante para a

condicfo (AY como para (B),
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FIGURA VII

Efeito da GEN SmM sobre 0 efluxo de 9*Rb™ de
ilhotas pré-incubadas durante P min. oM
neuroaminidase 2.3Um1 (BY . Em (A) o efluxo do Y*Rkb* de
ilhotas submetidas RO MEeSmn tratamente Com
newrpaminidase foram perfundidas na'aU5éncié de GEN. Enm
(BY a GEN foi introduzida aos 39 wmin., e vetivada aos 50
min., como indicado pelas linhas verticais. BS%o0
indicadas as médias (*/. ervo padrfo da média) sendo

n=4 pava cada situagio.
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4 - DISCUSSAD

Ficouw claro na introduco do presente
trabalho g as células beta possuen duas
permeabilidades distintas parsa 0 K*, uma passivel de
ser  modulada pelo ATP & oubra regulada pala
concentracio citoplasmdtica de Ca*® e pelo potencial de
menbvana ., # 169ico  deduzirv que  substincias CrAE
interferem com a concentraclo de Ca*® citoplasmatico,
indiretamente podem influenciar na ﬁermﬁahilidade (ol
dependente de Ca*t®) .,

Alguns trabalhos t&m gdemonstrado e
antagonistas de 3&4”; tais como Coa*® ¢ verapamil, atuam
tambénm como inibidoves da permebilidade ao K*  em
células de ilhmtaﬁ de vatos  (Lebrum, Halaisse @
Herchuelz, 19B1; Boschevo @,Maiaiﬁﬁa, 19793, em fibras
de Furkinje (Fosner, Miller e Lambert, 1975) e axbnios
de lula (RBegenisick e Lsﬁck, 1974) .

Em ilhotas pancredticas, Lebrum, HMalaisse
Herchuelz (4981) demonstrarvam claramente que a aclo dos
hluquwadmregwd& Ca*® acima citados agew diretamente na
permeabilidade an K* , pois em solugles sem Ca™®, tanto

o verapamil = quanto o Co+® conseauiram redusiy

significativamente (u} afluxo do  WeRhY Assim,

congiderando o papel fundamental do K* no mecanismo de
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secregido de  insulina, estudamos o efeitos da BGEN, a
aqual inibe = secre¢io de insulina através de um
blogueio da captagio de “®Ca*® (Boschero e Delattre,
- 1985), sobhre a  permeabilidade an K*Y em ilhotas
pancreaticas.

fis Ffiguras Id e 1B mostvam que a GEN nas
concentractes de 2 & 9 nM, inibiv o efluxo de fsh de
ilthotas perfundidas na auﬁéncia de glicose em e 4.6
contendo imM de Ca*®. Esse efeito foi rapidamente
revertido com a retirada da droga do Iiquido perfusor.
Hesmo em  presenca de  8.3mM de glicoss, figura 1T,
quando o efluxo do  ®*Rb™ esta diminuido (Malaisse e
Boschero, 19?5), a  GEN SmHM reduziun ligediva  mns
5i9nificativamﬁnt& o efluxo do vefevido idsdtopo.
efeito da  GEN sobre o efluxe do ®*Rb* foi comparavel
aquele observado pov Lebyam, HMalaisse ¢ Herchuelz
1981, usando verapamil ou Co*®. Contudo, ao contvdvio
do verificado por esses autoves, o efeito inibitorio da
GEN sobre o efluxo de ¥9Rbh+* rfmi revertidn  quase que
totalmente através de um awmento da concentragido de
Ca*® né meio. (Figuras IITA e ITIEY. Essn veversio no
efeito inibitdvio da GEN visto na figura III sugere gue
a GEN estaria agindo indivetamente na permeabilidade ao
K* através de sua  aclo sobre o acdmulo de Ca*® nessas
células. N

Armatrong ¢  Barnel (1987), estudando canais

de K* voltagem-dependentes, mostraram que esses Canais
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apresentavam—se inativados quando a concentragio do
Ca*® foi diminuida de 49 para § mM. Isso sugeve que, em
axonios de lula, o Ca*® & um cofator essencial na
abertura desses canais. BEstes dados vém comprovar tanto
os nossos athades como os de  Henquin (1979), o quxl
sugeriu que a elevaclo do Ca™® intvacelular aumenta a
permeabilidade da membrana ao K" em células da ilhota,
Duas alternativas nﬁo. exclusivas poderiam
explicar o efeito inbitdrio da GEN sobre o efluxo do
BERbY. Um efeito direto sobre o8 canais de KY  nas
celulas bheta como descrito pava o wverapamil € o Cog

AlLebvum, HMalaisse e Herchuelz, 1981, efqu um efeito

indireto, através da redugio da concentragio
citoplasmatica do Ca*® aligs efeito eate J&

registrado nfo s em  ilhotas (Boschero & Delattve,
£985), bem como em oubtvos tecidos (Lullmann e Schuears,
1985) |

Esta segunda alternativa encontra suporte na
figura LIX, onde o aumento da émna@ntraqﬁm gxtracelualay
de Ca*®  yeduziu o efeito inibitorio da GEN sobre o
e%luxm‘dm weph* . Corvoborando esta hipotese, podemos
ver na figura IV, que a retirvada do Ca*® do meio
perfusor contendo EGTA dinibiu caﬁplﬁtément& o agfeito da
GEH sobre mm&fluxq do veferido isdtopo.

Como hipdtese alternativa, existe @
possibilidade da OGEN agiv como um  quelante de Ca*ﬂ.w

assin, reduziv A concentyacio deste Jdon no  liguido
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extracelular, tendo como consequéncia a redugio da
entrada de Ca™® pnas células em estudo. A  figura V
mostra que a rveduglo da concentragho do Ca*® de { para
9.5 mM no meio perfusor, ao inveés de reduziv, aumentou
ligeivamente o efluxo de @*Rb* , contraviando portanto
3 hipdtese de quelagao deo Ca™® como um fator importante
na possivel reduglo do efluxo do isatopo. A propdsito,
Kohlhepp, Flant, HeCecarvon e Gilbert (4982), nHo
constataram alteraﬁﬁb importante nas concentragdes de
Ca*® livre em solugfes contendo aguantidades crescentes
de GEN, atastando assim de ver a possibilidade de um
efeito quelante desse antibidtico.

Neste contexto, 0% resultados obtidos
(Figuras III, IV & V) dndicam que o efeito inbitdrio da
GEN sobre o efluxo do gaphv, parece manifestar-se
através da  reduglo da entrada de Ca*® nas células
secretoras de  insulina. Isto nos leva a sugeviy que a
permeabilidade a0 K+, | atfetada pela GEN, esta

relacionada com a oK (Cadi-dependente (Blatz e Magleby,

1984; fFindlay, Dunne & Fetersen, 1985, Valescao &
Petereen, 1987, B hecessario lesbhrary que 0%
antibidticos aminoglicosidens s380 substincias

polibdasicas e altamente hidrofilicas & aque, portanto,
nao penetram'?#cilmente nas membranas bioldgicas. Meswmo
assim, reataimainda a possibilidade da GEN intar?érir
com a'concentVacﬁm citoplasmatica do Ca*®, bloqueando a

permeabilidade ao Ca*® do reticulo, como verifticado pov
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Fairhust e Macri (1975), em vesiculas rvecompostas de
reticulo ﬁarcoplaamétiﬁu de musculo.

A figura VI mostra gue & GEN nflo inibiu o
efluxo de ®*Rb* induzido pela TEO, o que idnvalida a
hipotese de um  efeito inbitdrio em teruss da
mobilizagcio de Ca*® de organelas intvacelulaves.

Lullmann & Schawrz (49852 relatavam em  seu
tvabalho que 0% grupos dcidos dos tosfolipideos
pertencentes & memﬁrana plasmatica € 0% grupos acidos
das glicoproteinas que Tforma o glicocdlice, representam
o sitio de ligagho para o Ca*® Fssa afivmacRo pode
refovrear NOSE0% resultados explicando ass il A
competitividade entre Ca*® ¢ GEN por estes sitios
carvegados negativaments na membyrana. Sabewmos tambén
que @ GEN & uma substincia policatidnica g
possivelmnente com grande afinidade por estes sitios, o
que fortalece ainda mais a hipdtese de competigio.

Mais recentements, catterval (1988},
gstudando a estrutura € =& ?uﬁcﬁm dos canais ibdnicos
voltagem—sensiveis, em musculo esquelético de coglho =
em cérebro  de rato,  wveio rveforgar a  idéia de
competitividade., Na caractevizacio desses Eanais, este

autor afivma que os mesmoa‘ﬁﬁw compostos basicamente de

5 subunidadés polipeptidicas. Uma das subunidades alfa

ndo € glicosilada ocupando posi¢Ro centvral no canal de
Ca*®, diferindo assim dos canals de Ha* que sio

fortemente glicosilados na mesma povgdo, contendo assim
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grandes aquantidades de residuns de dcide sidlico. Foi
sugerido ainda por oesse  aubtor gue @ cargas negativa
existente na superficie externa dos canais de HNa*
esteja ligada 3 presenga dos radicais. Esua
negatividade pode  servvir para  aumentay & condutlncia
dessss CANRLS.

Ao contrvavio, nos canais de Ca*®, os residuos
de dcido sialico estBo mais distantes da porcfo central
do canal. Esses dados poderiam reforcar a idéia de que
a GEN yveduzivia a entrada de Ca™*® na célula por wna
competicio por estes sitios Fortemente glicosilados.

Esta competicfo redugivia a oferta de Ca*®  para =

paosicao  central do canal, diminuindo assim a
concentracio citoplasmdtica do mesmo (Ludiman @

Sechwavz, 198%9).

Nesta forma  poderiamos obsevvar uma redugio
no efluxe  do 9%Rh*, Como mostyam  as figuras IR e IC,
pPOY uma ayﬁm indiveta, através da reduglo dos niveis
citoplasmiticos do  Ca*® pela ‘GEN. Fica c¢laro, entfo,
aque a GEN podevia estav agindo na permeabilidade  ao
K*,(Caiiwdependente, pov  dintevieriv na  captacio de
Ca*®, diferéntemente de oubtvros antagonistas gque atuam
tanto na pe{m&ahilidad@ A0 f&?mrﬁdm ion  como na
permeabilidade an K*.

Também poderviamos explicar a atenuagio do
efeito da GEN sobre o efluxo do PeRb™ quando elevamos a

concentragio de La*® externo de § para 10 wmld pelo
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aumento da competicio por ssses sitios da membrana(fig.
III).

A participacio dos residuos de dcido sidlico
nos canais de Na* tem sido examinadm pela' FEmoGRo
desses residuos em tecido nervoso pelo tratamento com
neuroaminidase (Scheuer, HMchugh, Tejedor e Catterall,
1988), e, comn  conseqiléncia da  rvetirvads desaes
residuos, ocorve uma subcondutividade nesses canais.

Para poder testar a influéneia dos residuos
de dcido sidlico na competitividade do Ca*® e GEW pov
sitios negativos na membrana da célula betan, uwtilizamos
3 peurcoaminidase, que vemove tais residuos da membrana

(Uehigata, Spitalnik, Tachiwaki, Salata ¢ Notkins,

L987).
A Figura VII mostra que a pré-incubacfo por 90
minutos agult] neuroaminidase induwziu aumento  na

inclinacfo da cwrva gue representa o efluxo do Barh
quando comparado com os demals expérimantmm (figuras I
a V1),

a4 Tigura 1T ilustra que, meEsOo  Com A&
possivel remocio do dcido sidlico da membrana, SmM de
GEN, reduziu  significativamente o efluxo do  P*Rb™.
Fovém éﬁﬁﬁ efeito parece ser menov quando comparado com
aquele obtido na auséncia de newoanminidase, figuwra 10

Finalmente, resta ainda gopecular LTI
possivel agio da GEN sobre o metabolismo dos

tostoinositideos da  wmembrana, como efeito primario
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deste antibidtico, a exemplo do sugerido por Marche,
Oliver, Girard e Morin (1985} em cdlulas de epitélio

renal.
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§ - RESUMD E CONCLUSBES

0 presente trabalho Vi gou gatudar =
_permeabilidad& ao K*, {(Cali-dependente em ilhotas de
Langsrhans de  rato. Fara isseo ubilizamos o antiﬁidticm
aminoglicmﬁidem gentamicina, qua'pméﬁui propriedades de
antagonista de Ca*”:

Ilhotas isoladas de vato, pela colagenase,
foram previamente marcadas com  ®*RLHET (usade como
substituto de K*) e perfundidas em solucio de Krebsg-
bicarbonato contendo diferentes concentragdes de
alicose, La*®, teofilina, newroaminidase ¢ gentamicina,

O rﬁﬁultadaﬁ indicam aue:

i-Em solugbes sem glidoﬁﬁ, géntamicina, 2 a 9 mM
inibiuv de maneiva dose-depedente o efluxo do ®4Rb.

2-Em presenca de 8.3mM de glicose, gentamicina
adnda induziu ligedra reducﬁﬁ no efluxo do 9eRh*.

30 sfeito da gentamicina schre o efluxo do 2*Rh™
Poi praticamente suprimido pelo aumento da concentracio
extyacelular de Ca™#.

4-0 efeito da gentamicina sobre o efluxo do ®*Rh™
foi suprimido com B retivada do cat do meio
extracelular,

S-A GEN .nﬁm inbiuv o aumento do efluxo do BoRL T

induzido pela TEQD.
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6~0 tratamento pPrévio das ilhotas com

neuroaminidase atenuou- o efeito da gentamicina sobre o
efluxo do ?&Rh+.

Concluindo, esses resultados indicam gue =@

aglo da  gentamicina em reduziv o efluxo do  ®eRb™ de

ilhotas de Langevhans isoladas deve-se a um efeito do

.

antibidtico sobre a captacfio de Ca*® e consequente

reducio de HELR concentracio citoplasmaticon. 18]
gentamicina & uia base policatifnica  de  difici)

penetvacio celular; igsn, aliado 4 sua incaspacidade de

alterar o aumento de efluxe do  P2Rb* produzido pela

teofilina, sUGETE e HUR achn manifesta-se
essencialmente no Tado externo da membrana,

provavelmente envolvendo participacio dos rvesiduos de

acido sinlico.
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[Ca*®3 - DEPENDENT K* PERMEARILITY IN BETA-CELLS: EFFECT OF

GENTAMICIN

It has been reported that the Ca*Z-antagonists
verapamil and ﬁﬁ*ﬂ also  dinterfere with K'-permeability in
many btissues. As 0% and K* arve important dons ¥for the
mechanisn of  dnsulin secvetion, we investigated the sffects
of gentamicin  on the Ca*®-dependent K*-permeability in beta
cells. For this purpose, dsolated vat dislels, previgusly
1ab@1ad.with Baleh (used as a substitute  Ffor K'Y, were
pevfused under  different expevimental conditions For 7@ min
with the eftluent collected at & min  intervals. The
radinactivity of gach sample W% mensured with B
gseintillation counter wsing the Cevenkov effect. Gentamicin
(1.9 to 5.¢ aM) inhibited the ®<Rkb w%flux vate from isolated
rat islets in a dose-dependent manner. The inhibition was
abolished when the islets w@r& peyfused in the absence of
Ca*™ and in the presence of EGTA, or when the extracellular
Ca*™® concentration was increased from 4.€¢ to  410.¢ wmM.
Getamicin (5.0 mM) failed to affect the increase in the ®<Rb
edlux ratg provoked by  theophylline, which mobilises Ca*®
from intracellular stores. Pre-incubation of the iﬁléta with
2.5 "1 of newroaminidase, an enzyme that removes sialic

acid Trom membranes, reduced bubt not abolished the effect of

46



gentamicin on  the ®“Rh  efflux rate. In conclusion, the
present data clearly indicate that gentamicin veduced the
el efflux vate by blocking the entry of Ca*® into the
beta-cells inatead of having =a direct effect on K*-
pevmeability at  the level of the cell plaswma wnembrane. The
experiments  with neuropaminidase and theophylline also
indicated that gentamicin acts as a Ca™® antagonist only at

the level of the outsr membrang.
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