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SECRECAO DE INSULINA: INTERACOES CATIONICAS, AMP CICLICO E SISTEMA EFETOR
NA CELULA BETA

EDSON DELATTRE™

RESUMO

A revisdo trata, inicialmente, dos rearranjos cationicos na célula beta, como parte do processo de secrecdo de insulina.

Considera, a seguir, a participacdo moduladora do AMP ciclico. Finalmente, focaliza microtibulos -

membrana plasmdtica, no papel de efetores da secregao.

PALAVRAS-CHAVE:
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microfilamentos -

|. INTRODUGAO

O processo de secregdo de insulina, eliciado em condi-
¢Oes naturais (também in vitro, na dependéncia do esti-
mulo), envolve uma seqiiéncia ordenada de eventos citofi-
siolégicos de natureza metabdlica, idnica e motora. Consi-
derando-se a glicose — o principal secretagogo em humanos
—, sabe-se que o processo é desencadeado através do seu
reconhecimento (metabolismo, provavelmente) pelas célu-
las beta. Esta etapa, por meio de alteragdes no estado redox
da célula (relagdo NAD(P)H/NAD(P)+ e prétons), estd
acoplada a rearranjos nos fluxos catiénicos através das
membranas celulares, culminando com um aumento da con-
centragdo (atividade) citosélica do Ca®*. Este aumento, por
seu turno, é que promove a ativagdo do sistema efetor
(microtabulos, microfilamentos e membrana plasmadtica
associada), levando & migragdo das vesiculas armazenadoras
de insulina, em dire¢do 4 membrana plasmética, e subseqiien-
te extrusdo granular para o liquido intersticial, por exoci-
tose. Em sintese, ocorrem: 1) reconhecimento do secre-
tagogo; 2)rearranjos idnicos; 3) eleva¢do da atividade de
Ca2t; 4) ativagdo do sistema microtubular-microfilamentar

e exocitose.
As etapas | e 3 jd foram consideradas em outras oportu-

nidades (DELATTRE!®’ °), respectivamente. Assim, o
presente trabalho visa enfocar a dindmica do cilcio e suas
interag®es com outros cations (etapa 2), bem como tratar
da fase terminal do processo da secre¢do de insulina (etapa
4).

2. DINAMICA DO CALCIO

Uma técnica que permite a avaliagdo da quantidade de
Ca2*, incorporado por ilhotas de Langerhans isoladas,

foi desenvolvida por MALAISSE—LAGAE & MALAISSE® 8.
Porsuavez, HELLMAN;SEHLIN; TALJEDAL?! adaptaram
essa técnica,‘g)ara permitir a distingdo de diferentes reserva-
torios de Ca<t na ilhota, por meio de lavagens com solu-
¢do de La3*. Esses pesquisadores, bem como outros, tém
em vdrias ocasides verificado que a glicose estimula a cap-
tagdo de Ca2t por ilhotas isoladas (MALAISSE et alii®®;
HELLMAN; SEHLIN; TALJEDAL?'» 22); BLOOM et alii*
NABER; McDANIEL; LACY®*; HELLMAN et alii’®

FRANKEL et alii'®; HELLMAN et alii*® HELLMAN &
GYLFE2°). Outrossim, HELLMAN; SEHLIN; TALJE-
DAL2? constataram a existéncia de dois reservatérios de

Ca2+ sensiveis a glicose. Um, que ¢ deslocavel pelo La3* (_Sl'
tuado na membrana plasmdtica), e outro, internalizado, resis-

tente a esse cation. HELLMAN et alii?? verificaram que a
captagdo de Ca2* pelo reservatorio nao-deslocdvel pelo La3*
¢ dose-dependente, na faixa de 0 a 20mM de glicose. Umare-

lagdo de dependéncia também foi observada entre a capta-
¢do de Ca* e a sua concentragdo externa, na faixa de
16pM a 2,56 mM desse cdtion.

Foram obtidas evidéncias de que o reservatorio de Ca2t
deslocdvel pelo La3* ¢ o que apresenta as propriedades ne-
cessdrias para atuar no processo de zcoplamento estfmulo-
secre¢@o (HELLMAN; SEHLIN; TALJEDAL??). Contudo,
resultados sugestivos de que o reservatorio de Ca2* ngo des-
locdve!l pelo La3* pode desempenhar um papel na regula-
¢do rapida dos fluxos desse fon foram obtidos por HER-
CHUELZ & MALAISSE?®, Resultados de MALAISSE-
LAGAE &MALAISSES® sugerem que a captagdo de Ca2*
depende do metabolismo intracelular de glicose, uma vez
que a mesma foi reduzida por manoeptulose e 2—deoxi-
glicose, reconhecidos inibidores desse metabolismo. Entre-
tanto, apesar dos esforgos dispendidos, considera-se que a
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localizagdo precisa do(s) reservatério(s) de Ca2* que con-
trola(m) a secregdo de insulina, bem como o mecanismo

pelo qual a glicose provoca o acumulo intracelular de
CaZ+, permanecem ainda parcialmente incégnitos (HER:

CHUELZ; LEBRUN; MALAISSE?#),

MALAISSE; BRISSON; BAIRD®? observaram que ilhotas
previamente marcadas com *%Ca, quando perfundidas com
solugdo contendo 16,7mM de glicose, apresentam uma al-
teragdo bifdsica do efluxo desse cation radioativo. Inicial-
mente, o efluxo cai (dentro de 60 s), seguindo-se um acen-
tuado aumento. Suas observagdes foram, posteriormente,
confirmadas por diversos pesquisadores (HERCHUELZ &
MALAISSE?®; GYLFE &HELLMAN'"; GYLFE et alii'®;
HERCHUELZ &MALAISSE®°; KIKUCHI et alii®®; HER-
CHUELZ & MALAISSE®!; HERCHUELZ; COUTURIER;
MALAISSE??). Tem-se proposto que a glicose, inibindo
a saida do Ca2* através da membrana da célula beta,
conduziria a um actmulo de Ca2t no citosol, desencadean-
do, assim, a secre¢do de insulina (MALAISSE*S; MALAJS-
SE*®; MALAISSE; BRISSON; BAIRD®?). De acordo com
HERCHUELZ & MALAISSE?®, a glicose exerceria uma
agdo dual sobre o reservatério de Ca2+ nao-deslocavel pelo
La3+ (Ca2* internalizado). Inicialmente, ela aumentaria
a afinidade, por Ca2*, de algum componente da célula
beta, provocando, mais tarde, um aumento do efluxo, que
dependeria da disponibilidade de Ca2* extracelular, o qual

entraria na célula por um processo do tipo troca Ca2t X
Ca2t. Assim, o aumento secunddrio do efluxo de 45Ca

seria reflexo da taxa de entrada de 40Ca nas células insu-
lares, através de canais de CaZt abertos (HERCHUELZ;

COUTURIER; MALAISSE®?),

3. INTERACOES DO CALCIO COM OUTROS IONS

O papel do Ca2* na secregdo de insulina estd estreita-
mente interligado ao de outros fons, que também podem
participar no desencadeamento desse processo. Assim
sendo, MILNER & HALES ®® constataram que uma
concentragdo extracelular de K+ de 60mM somente es-
timula a secre¢do quando o Ca2* estd presente no meio.
Hoje, aceita-se que esse efeito se deve 4 despolarizagdo
provocada pela alta concentragdo extracelular do K%
(MILNER & HALES ¢? ; GOMES & CURRY '% ; AT-
WATER; RIBALET; ROJAS ! ), que ocasiona um aumento
da incorporagdo de Nat (MILNER & HALES.°?) e/ou
Ca2t HELLMAN; SEHLIN; TALJEDAL *° ; HERCHU-
ELZ et alii®*), neste caso, por meio da abertura de
canais de Ca2+ voltagem-dependentes. Em sentido oposto,
a remogdo do K* extracelular provocaria a liberagdo de
Ca2* dos estoques intracelulares, em decorréncia de actimu-
lo de Na' nas células insulares, levando a um aumento do
estimulo secretério pela glicose (HERCHUELZ & MA.-
LAISSE??). A supressio do K* extracelular ocasiona,
também, despolarizagdo da membrana da célula beta
(MEISSNER ©° ), com a conseqiiente abertura dos canais
de CaZt voltagem-dependentes e entrada desse cétion
(HERCHUELZ et alii *% ).

Com relagdo ao Nat, GRIFFEY, CONAWAY; WHIT-

NEY !5 verificaram uma secregdo intensa e monofésica
de insulina, quando suprimiram esse ion do meio perfusor
de pancreas isolado, atribuindo o efeito a uma captagado
aumentada de CaZt efou a um bloqueio do seu efluxo.
Atualmente, pode-se explicar esse efeito pela existéncia,
na célula beta de um contratransporte de Nat e Ca2t (DO-
NATSCH et alii' ?).

Um aumento da concentragdo intracelular de Na*
seria 0 mediador do estimulo da secre¢do constatado em
meio desprovido de K* (MILNER & HALES ¢! ). Por
sua vez, LOWE ot alii*? sugerem que o aumento da
concentragdo citosolica de Nat promove a liberagao de
Ca2* dos compartimentos intracelulares. Essa suposi¢do
¢ compartilhada por HERCHUELZ & MALAISSE3?,
para explicar o estimulo da secre¢do provocado por vera-
tridina (ioné6foro de Na*) ou pela remog¢do do K* extra-
celular,

DONATSCH et alii'? consideram que tanto o Nat .
quanto o CaZ*, parecem entrar na célula beta através de
canais de Nat abertos pela veratridina, muito embora se
desconhe¢a um significado fisioldgico para esse efeito.
Resultados experimentais sugerem que a abertura dos ca-
nais de Ca2+ yoltagem-dependentes, mediando a entrada
de Ca2* na célula beta, bem como a inibi¢do do seu efluxo
por contratransporte NaT x Ca2¥, representam o mecanis-
mo pelo qual a glicose provoca o acimulo desse cition diva-
lente na célula beta e a conseqliente secre¢do (HERCHU-
ELZ: LEBRUN; MALAISSE 3% ).

SEHLIN & TALJEDAL®® sugerem que a agdo despo-
larizante da glicose sobre as células beta seria mediada, ao
menos em parte, por um decréscimo na permeabilidade
da membrana ao K*. Resultados concordantes com essa
sugestdo foram obtidos por BOSCHERO et alii * ¢ HEN-
QUIN26 27 Qutrossim, MALAISSE et alii®’ con-
sideram que o maior efeito da glicose sobre o manuseio do
K™, pelas ilhotas pancredticas, consiste em reduzir o eflu-
xo, sem afetar o influxo desse fon. A glicose facilita a entra-
da de Ca2* nas células, pelo menos parcialmente, através
de seu efeito inibidor da permeabilidade membranar ao K+
e conseqliente despolarizagdo, resultando na abertura dos
canais de Ca2+ (HERCHUELZ et alii 35, %%). Finalmente,
HENQUIN %® apresenta evidéncias de que v Ca2t intra-
celular aumenta a permeabilidade membranar ao Kt,
em células insulares, e que o influxo de Ca2*, estimulado
por glicose, pode representar um controle em feedback
do decréscimo da permeabilidade ao K*, mediado por
glicose. ;

Um esquema da interacdo de cétions, interpondo-se
entre as fases proximais e distais do processo de secre-
¢do, é apresentado na figura 1.

4. AMP CICLICO

O papel do AMPc, no processo de secregdo de insulina,
tem merecido grande atengdo dos pesquisadores nos tlti-
mos anos, sem que, no entanto, se tenha alcan¢ado uma
conclusdo satisfatoria a esse respeito. CHARLES ez alii 7 |
perfundindo ilhotas pancredticas, mostraram uma elevagdo
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ram a ocorréncia de movimentos granulares ap6s a estimu-
laggo com plicose. Esses movimentos foram inibidos na
auséncia de Ca2t,

Quanto 4 rede microfilamentar, localizada préxima 4
membrana da célula beta, ela atuaria como uma barreira,
prevenindo a fusdo incontrolada das membranas vesicular
e celular (MALAISSE; HAGER; ORCI*%; ORCI; GAB-
BAY;MALAISSE ¢ ; MALAISSE % ),

OSTLUND®® destaca as similaridades entre a secre¢io
de insulina pela célula beta e a contragdo muscular. Em
ambos os processos hd necessidade de energia (ATP); ocorre
uma concomitante despolarizagdo da membrana celular
¢ se requer cdlcio extracelular. Tais verificagdes conduzi-
ram ao conceito do “acoplainento estymulo-secregdo”
do horménio, andlogo ao “acoplamento excitagao-contra
¢do”" no musculo. Neste caso, despolarizagdo da membra
na celular (excitagdo) provoca entrada de cdlcio no sarco-
plasma, resuftando em hidrélise do ATP e contragdo da
actomiosina. Em sistemas secretérios, despolarizagdo da
membrana celular permite a entrada resultante de cdlcio,
a partir do liquido extracelular — de concentragao lmM —
para o citoso}, onde sua concentragdo ¢ menor que 1 g M,
Com isso, tem lugar a extrusio granular, iniciada através
de processo coniratil.

Recentementc, MALAISSE & ORCI*' ¢ SOMERS
et alit 7° reuniram evidéncias favordveis a participagdo de
um processo quimiosmotico na exocitose dos granulos de
insulina. Segundo os autores, esse processo explicaria, em
termos bioquimicos, a fissio das membranas no silio
exocitético, bem como o fenomeno da secregdo em cadeia,
emn que dois ou mais grinuios sdo descarregados, em fileira,
num mesimo local da membrana.

A hipdtese quimiosmotica foi originalmente proposta
por BROWN ct alii, apud, COOPERSTEIN & WATKINS®

para explicar a fissdo das membranas no local da exocitose
dos granulos de adrenalina, serotonina e paratorménio.
Segundo a mesma, quando os grinulos secretOrios formam
um complexo de fusio com a membrana pldsmdtica, um
sitio de transporte de inions, presumivelmente derivado
da membrana vesicular, permeia a membrana que separa
o espago intravesicular e o mcio extracelular, de tal manei-
ra que o transporte de CI" e OH" a favor do gradiente
conduz eventualmente d {issio da membrana por lise os-
mética.

Para estender essa hipdtese a secre¢io de insulina,
MALAISSE & ORCI®!' ¢ SOMERS ef alii 7° se basea-
ram na verificagdo de que diferentes artificics, que redu-
zem ou impedem a movimentagio de Cl-, OH" e dgua,
inibem aquela secregiio. A hipdtese quimiosmdtica também
implica em que, quando vesiculas secretérias se movern em
estreita vizinhanga matua no citoptasma, fissdo membranar
s0 ocorre quando uma delas contactua com a nmembrana
plasmatica,

A participagdo do sistema efetor no processo de se-
cregio de insulina foi revisada por LACY & MALAIS-
SE *? OSTLUND ®® ¢ MALAISSE & ORCI *¢ .

6. CONCLUSOES

A secre¢do de insulina depende de rearranjos dos fluxos
catidnicos, tamto intracelular quanto transcelularmente.
Esses rearranjos podem ocorrer por alteragdes nas veloci-
dades de influxo ou efluxo através das membranas da cé-
lula beta e culminam em urn aumento da atividade cilosd-
lica de Ca2*. Este aumento ativa o aparato secretor, deter-
minando a migragdo das vesiculas e extrusio dos grinulos
para o liquido intersticial. O AMPc atuaria como modula-
dor secretorio, aumentando a atividade citosdlica de Ca2*
e sensibilizando o aparelho secretor 4 agdo desse cation.

ABSTRACT

The review initially deals with cationic rearrangements in the beta cell, as part of the insulin secretion process, It considers
the modulator participation of the cyclic AMP. Finally, it focuses microtubules - microfilaments - plasmatic membrane as

secretory effectors,
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Insulin secrction, Cations, Cyclic AMP, Effector system
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ram a ocorréncia de movimentos granulares ap6s a estimu-
lagdo com glicose. Esses movimentos foram inibidos na
auséncia de Ca2t,

Quanto 4 rede microfilamentar, localizada préxima a
membrana da célula beta, ela atuaria como uma barreira,
prevenindo a fusio incontrolada das membranas vesicular
e celular (MALAISSE; HAGER; ORCIS2?; ORCI; GAB-
BAY; MALAISSE °° ; MALAISSE % ).

OSTLUND®® destaca as similaridades entre a secregdo
de insulina pela célula beta e a contragdo muscular. Em
ambos os processos hd necessidade de energia (ATP); ocorre
uma concomitante despolarizagdo da membrana celular
e se requer calcio extracelular. Tais verificagdes conduzi-
ram ao conceito do ‘“‘acoplamento estimulo-secre¢do”
do horménio, andlogo ao “‘acoplamento excitagdo-contra
¢d30” no musculo, Neste caso, despolarizacdo da membra.
na celular (excitagdo) provoca entrada de cilcio no sarco-
plasma, resultando em hidrélise do ATP e contragdo da
actomiosina. Em sistemas secretorios, despolarizagdo da
membrana celular permite a entrada resultante de célcio,
a partir do liquido extracelular — de concentragdo 1mM —
para o citosol, onde sua concentra¢gdo ¢ menor que 1 u M.
Com isso, tem lugar a extrusdo granular, iniciada através
de processo contratil.

Recentemente, MALAISSE & ORCIS! e SOMERS
et alii 7° reuniram evidéncias favordveis a participagdo de
um processo quimiosmético na exocitose dos granulos de
insulina. Segundo os autores, esse processo explicaria, em
termos bioquimicos, a fissdo das membranas no sitio
exocitético, bem como o fenémeno da secregcdo em cadeia,
em que dois ou mais granulos sdo descarregados, em fileira,
num mesmo local da membrana.

A hipétese quimiosmotica foi originalmente proposta
por BROWN et alii, apud, COOPERSTEIN & WATKINS?,

para explicar a fissdo das membranas no local da exocitose
dos grinulos de adrenalina, serotonina e paratormonio,
Segundo a mesma, quando os granulos secretérios formam
um complexo de fusdo com a membrana pldsmdtica, um
sitio de transporte de 4nions, presumivelmente derivado
da membrana vesicular, permeia a membrana que separa
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zem ou impedem a movimentagdo de Cl-, OH- e dgua,
inibem aquela secreg¢do. A hip6tese quimiosmotica também
implica em que, quando vesiculas secretérias se movem em
estreita vizinhanga mitua no citoplasma, fissdo membranar
s6 ocorre quando uma delas contactua com a membrana
plasmitica,

A participagdo do sistema efetor no processo de se-
cre¢do de insulina foi revisada por LACY & MALAIS-
SE *° ,OSTLUND °¢ e MALAISSE & ORCI *° .

6. CONCLUSOES
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Esses rearranjos podem ocorrer por alteragdes nas veloci-
dades de influxo ou efluxo através das membranas da cé-
lula beta e culminam em um aumento da atividade citoso-
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para o liquido intersticial. O AMPc atuaria como modula-
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e sensibilizando o aparelho secretor a a¢do desse cdtion.
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KEY - WORDS:
Insulin secretion, Cations, Cyclic AMP, Effector system
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