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“Poe quanto Es no Minimo que Fazes

Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pée quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda
Brilha, porque alta vive”

Ricardo Reis, in "Odes"
Heter6nimo de Fernando Pessoa
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FUNDAMENTOS: As células B-pancreaticas segregam insulina de forma pulsatil em
resposta a glicose. Este processo é causado por oscilagdes da atividade elétrica
(bursting), que consistem no disparo de potenciais de acdo (PAs) dependentes de
Ca?+ a partir de fases despolarizadas (ativas) alternando com fases hiperpolarizadas
(silenciosas).

As transicdes entre fases sdo promovidas por uma corrente de K* de
desenvolvimento lento, sensivel a Ca?* (Ksiow). Pensa-se que canais Kca SK e/ou IK
desempenham um papel central em Ksow. As células B-pancredticas expressam um
terceiro membro da familia de canais Kca, 0 canal BK. A relevancia dos canais Kca
para a fisiologia da célula B-pancreatica ndo é bem conhecida, devido em parte a
insuficiente utilizacdo dos bloqueadores de canais disponiveis.

OBJECTIVO GERAL: O objetivo principal deste trabalho consistiu em determinar o
envolvimento de diferentes canais Kca nos processos de bursting e disparo de PAs
induzidos por glicose em células $-pancreaticas.

TECNICAS: A atividade elétrica foi registada com microelétrodos de alta resisténcia
em ilhéus de murganho microdissecados. As correntes de K* foram registadas por
patch-clamp (whole-cell) em células B-pancreaticas isoladas ou células BRIN-BD11
secretoras de insulina. A [Ca?*]; foi registada em ilhéu Unico por microfluorimetria
de Fura-2.

RESULTADOS E CONCLUSOES: A acio dos bloqueadores BK caribdotoxina (CTX) e
penitrem A (PTA) na atividade elétrica induzida por glicose (GIEA) é reportada no
Capitulo 3. Os registos envolvendo CTX foram obtidos em células do ilhéu muito
superficiais de forma a aumentar o acesso do péptido. Ambos os bloqueadores
afetaram quer o processo de bursting (hiperpolarizando o patamar do burst,
reduzindo a duracdo e causando disrup¢ao da sua regularidade) quer as oscilagdes
da [Ca2*]i correspondentes (reduzindo a sua duracdo e amplitude). A ac¢do dos

bloqueadores pode ser explicada por um modelo segundo o qual os canais BK
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desempenham um papel nao convencional em regular a corrente Ky e o limiar do
potencial de disparo dos PAs.

Tal como se reporta no Capitulo 4, PTA bloqueou uma componente da corrente de
K* induzida por voltagens no intervalo + 20/+ 80 mV. A corrente sensivel a PTA
exibiu ativacdo rapida e uma cinética de inativagdo lenta. Esta corrente era idéntica
a componente isolada por iberiotoxina, validando assim a utilidade de PTA como
bloqueador BK em células -pancreaticas.

A acgao dos bloqueadores apamina e UCL 1684 na GIEA é reportada no Capitulo 5.
Ambos os bloqueadores aumentaram moderadamente a duragdo e amplitude dos
PAs e diminuiram acentuadamente a AHP, indicando que os canais SK sao ativados
pela entrada de Ca?* e participam na repolarizacdo dos PAs. Os bloqueadores
causaram disrupc¢ao do disparo de PAs ao longo do burst, gerando frequentemente
um modo de disparo em forma de "picos e vales" consistindo em episoddios de
disparo de alta frequéncia com repolarizagdes incompletas, separados por periodos
hiperpolarizados. Os "picos" sdo provavelmente causados pela redu¢cdo da AHP, ao
passo que os "vales" podem refletir a ativacdo de outros canais Kca pelos aumentos
decorrentes de Ca2?*. Ambos os bloqueadores reduziram a duragdo do burst, de
forma consistente com o efeito putativo naqueles canais.

A acdo do bloqueador TRAM-34 na GIEA é reportada no Capitulo 6. O bloqueador
antagonizou o decaimento da frequéncia dos PAs e a redu¢do da sua amplitude ao
longo do burst. A corrente IK da célula B-pancreatica pode assim ser encarada como
uma corrente subjacente a uma AHP lenta, que em neurénios é responsavel pela
adaptacdo da frequéncia de disparo. Desta forma, nalgumas experiéncias TRAM-34
reduziu a duracao da fase silenciosa e aumentou a duracao do burst. Noutros casos
TRAM-34 reduziu a duragdo do burst, sugerindo que o aumento putativo de Ca%*
associado a perda de adaptacdo pode ativar uma componente Ksow diferente. Em
consonancia com a sua qualidade de bloqueador IK, o fArmaco inibiu uma corrente
de K* sensivel a Ca?* e ao agonista DCEBIO, corrente esta que exibiu caracteristicas

de retificagdo de entrada para concentragoes simétricas de K* transmembranar.
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IMPLICACOES FISIOLOGICAS: Para além dos canais IK nenhum dos outros canais
Kca contribui para o processo de terminagcdo do burst em condigdes fisioldgicas,
apesar de que todos parecem estar envolvidos no controlo da excitabilidade da
célula P-pancreatica. Os canais BK sdo determinantes para a regularidade do
processo de bursting e para a robustez das oscilacdes de Ca?*. Ja os canais SK sdo
determinantes para a regularidade do disparo de potenciais de acdo. Os canais IK,
por seu turno, regulam principalmente a excitabilidade da célula p-pancreatica

através do processo de adaptacdo da frequéncia de disparo.
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BACKGROUND: Pancreatic (-cells secrete insulin in a pulsatile fashion in response
to glucose. Pulsatile insulin release is subserved by an oscillatory pattern of
electrical activity (bursting), consisting of Ca%*-dependent action potentials firing
from depolarized plateau (active) phases which alternate with hyperpolarized
(silent) phases.

The burst active phase-silent phase transitions are seemingly promoted by a Ca?*-
sensitive, slowly developing K* current (Ksow). Ca2*-activated K* channels (i.e.,
small-conductance or SK and/or intermediate-conductance or IK channels) are
thought to play a key role in Ksow. Pancreatic 3-cells express a third member of the
Kca channel family, the large-conductance BK channel. The relevance of Kca channels
in pancreatic B-cell physiology is generally poorly understood, owing in part to
insufficient use of available channel blockers or experimental pitfalls related to its
use in intact islets.

GENERAL AIM: The major aim of this work was to assess the involvement of the
different Kca channels in glucose-induced bursting and spiking activity in pancreatic
B-cells.

TECHNIQUES: The electrical activity was recorded from microdissected mouse
islets using high-resistance microelectrodes. K* currents were recorded from single
pancreatic B-cells or clonal insulin-secreting BRIN-BD11 cells, using the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique. The [Ca?*]; was recorded from single
islets via Fura-2 microfluorometry.

RESULTS AND CONCLUSIONS: The actions of the BK blockers charybdotoxin
(ChTx) and penitrem A (PTA) on glucose-induced electrical activity (GIEA) are
reported in Chapter 3. For ChTx the recordings were made from rather superficial
islet cells to enhance access of the peptide. Both blockers affected bursting (i.e.,
hyperpolarized the plateau, reduced the duration and often disrupted its regularity)

and the correlative [Ca?*]; oscillations (i.e., reduced the duration as well as the
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amplitude). Blocker actions may be accounted for by a model whereby BK channels
play a non-canonical role in regulating the Kv current and the voltage threshold for
action potential firing.

As reported in Chapter 4, PTA blocked a component of whole-cell K* current elicited
by steps to voltages in the range + 20/+ 80 mV. The PTA-sensitive current exhibited
fast activation and slow inactivation kinetics. This current was identical to the
current component isolated by the prototypical BK blocker iberiotoxin, thus
validating the usefulness of PTA as a BK blocker in pancreatic 3-cells.

The actions of the SK blockers apamine and UCL 1684 on GIEA are reported in
Chapter 5. The blockers caused moderate increases in spike duration and amplitude
and decreased markedly the AHP, indicating that SK channels are activated by Ca%*
entry and participate in spike repolarization. The blockers often disrupted spike
firing throughout the burst, generating a "peak-and-valley" firing mode consisting of
episodes of high-frequency spiking with incomplete repolarizations separated by
hyperpolarized troughs. While the "peaks" likely originate from the depressed AHP
the "valleys" may reflect activation of other Kca channels by the resulting Ca?* rises.
The blockers generally decreased burst duration, consistent with the putative effect
on the latter channels.

The action of the IK blocker TRAM-34 on GIEA is reported in Chapter 6. The blocker
opposed the decay in spike frequency and the reduction in spike amplitude along
the burst. The pancreatic p-cell IK current may thus be regarded as underlying a
slow AHP, which in neurons accounts for spike-frequency adaptation. Consistently,
TRAM-34 reduced the burst silent phase duration and increased burst duration in
some experiments. In other cases TRAM-34 reduced burst duration, suggesting that
the putative Ca2* rise associated with the adaptation loss might activate a distinct
Ksiow component. Consistent with TRAM-34 blocking IK channels, the drug inhibited
a Ca?*- and DCEBIO-sensitive K* current displaying inward rectification for
symmetrical transmembrane K* concentrations.

PHYSIOLOGICAL IMPLICATIONS: None of the different Kca channel subtypes

besides IK channels contributes to burst termination under physiological conditions,
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although they all appear involved in the control of pancreatic 3-cell excitability in
different ways. BK channels are critical to sustaining regular bursting and robust
Ca?* waves. As to SK channels, they are key determinants of spike firing regularity.
IK channels, in turn, modulate excitability in pancreatic p-cells primarily by

accounting for spike-frequency adaptation.
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Introdugao

1. Introducao

1.1 O pancreas enddcrino e secrecdo de insulina

O pancreas tem a capacidade de desempenhar uma dupla fun¢do na medida
em que apresenta dois tipos de secrecdo: enddcrina e exocrina. O pancreas
enddcrino estd organizado em micro-6rgaos, designados por ilhéus de Langerhans,
que se encontram dispersos no tecido exdcrino. Os ilhéus segregam um conjunto de
hormonas, nomeadamente insulina e glucagina, que chegam aos érgaos alvo através

da circulagdo sanguinea.

O pancreas endocrino esta diretamente relacionado com a regulagdo da
glicémia no organismo. Alteragdes no seu funcionamento podem causar ou refor¢ar
patologias associadas a hiperglicémia (caso da diabetes mellitus) ou a hipoglicémia
(caso da hipoglicémia hiperinsulinémica persistente da infancia), isto é, disfuncdes
da regulacdo da concentragao de glicose no sangue.

Ja o pancreas exocrino funciona como glandula digestiva, uma vez que o suco
digestivo (constituido por diferentes enzimas digestivas ou respetivos precursores,
como por exemplo a-amilase, lipase pancreatica e tripsinogénio) é segregado

diretamente para o tubo digestivo.

1.1.1 O ilhéu de Langerhans

Os ilhéus de Langerhans sdo estruturas encapsuladas por uma camada de
fibroblastos e colagénio, encontrando-se pois parcialmente separadas do tecido
exécrino de forma a funcionar como micro-6rgaos. Em termos de massa
representam uma pequena fragdo do tecido exécrino (cerca de 1 a 2 %). O teor de
insulina dos ilhéus ndo é o mesmo ao longo do pancreas, verificando-se que os
ilhéus localizados na extremidade dorsal contém e segregam mais insulina do que os
do lobo duodenal (Trimble et al.,, 1982; Bonner-Weir, 1991).

O tamanho dos ilhéus e, consequentemente, o numero de células por ilhéu é

altamente heterogéneo dentro do mesmo pancreas, estando os respetivos diametros
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tipicamente distribuidos entre os 50 e os 400 um. Apesar de os ilhéus de menores
dimensodes (< 160 um) se encontrarem em maior percentagem, o volume que
ocupam no pancreas € inferior ao dos ilhéus de maiores dimensées (Bonner-Weir,
1991; Elayat et al., 1995).

Os ilhéus de Langerhans podem considerar-se aglomerados de diferentes
células enddcrinas. De facto cada ilhéu contém entre 500 e 5000 células, das quais
aproximadamente 80 % sdo células 3 secretoras de insulina. Entre as restantes 20 %
podem encontrar-se células o secretoras de glucagina, células 8 secretoras de
somastostatina e células PP, secretoras de polipéptido pancreatico (Bonner-Weir,
1991).

O ilhéu de Langerhans é uma estrutura altamente vascularizada,
caracteristica que é fundamental para uma correta homeostasia da glicose, tornando
possivel a libertagdo de insulina na corrente sanguinea em tempo util, em resposta a
alteracdes da concentracdo de glicose no sangue. O fluxo sanguineo ocorre do nucleo
do ilhéu em diregao ao manto, isto é, no sentido células 3 -> células a -> células §, ja
que as células o e 6 ocupam regides essencialmente periféricas (Samols et al,
1988).

1.1.2 A célula B-pancreatica

As células B-pancredticas sdo as uUnicas células que, em animais adultos,
expressam ativamente o gene da insulina. Esta hormona é primeiramente
sintetizada sob a forma de pro-insulina, sendo em seguida clivada por
endopeptidases e uma carboxipeptidase, originando a hormona nativa insulina e
peptideo C, que se acumulam em granulos secretores. A insulina é constituida por
duas cadeias polipeptidicas de 21 e 30 aminoacidos, que se encontram unidas por
pontes dissulfeto (Jones & Persaud, 2010).

Apos estimulacdo da célula B-pancreatica pelo aumento da concentragdo
plasmatica de glicose, os granulos secretores fundem-se com a membrana celular e
libertam o seu conteddo na rede de capilares do ilhéu. A secre¢do de insulina ocorre
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quase exclusivamente por exocitose e, tal como acontece noutras células, é um
processo dependente de Ca2?* e de varias proteinas envolvidas no transporte,
ancoragem e fusdo dos granulos secretores com a membrana plasmatica (Rorsman
& Renstrom, 2003).

Um outro elemento distintivo da célula B-pancreatica é o seu sistema de
tranporte transmembranar de glicose, baseado em transportadores especificos,
GLUT-2. Esta isoforma do transportador de glicose apresenta uma elevada
capacidade e baixa afinidade para a hexose, fazendo com que a concentragao
intracelular de glicose seja muito préxima da concentracdo extracelular e que,
portanto, a célula B-pancreatica possa ser considerada como um “sensor de glicose”
(Lenzen & Tiedge, 1994).

1.1.3 Secrecao de insulina e diabetes mellitus tipo 2

A secrecdo de insulina que se verifica apds ocorrerem aumentos da
concentracao plasmatica de glicose apresenta uma resposta bifasica. De facto,
quando a concentragdo de glicose aumenta de valores basais para niveis
estimulatorios observa-se um incremento da taxa de secre¢do que atinge um pico
durante os primeiros 2 ou 3 minutos, ap6s o que sofre um decaimento durante os 5-
10 minutos subsequentes; este periodo designa-se por 12 fase da secrecdo de
insulina. Depois desta fase, se a concentracdo de glicose se mantiver em niveis
estimulatorios observa-se uma 22 fase, caracterizada por um aumento lento da taxa
de secrecdo que atinge um maximo ao fim de cerca de 1 hora. Este patamar mantém-
se sensivelmente constante durante 3-4 horas. Para exposi¢des mais prolongadas a
glicose observa-se um decréscimo da taxa de secre¢do, associado a fenémenos de

dessensibilizacao da célula B-pancreatica (Nesher & Cerasi, 2002).

Sabe-se que, em estudos in vitro, as caracteristicas da resposta bifasica de
secrecao de insulina estimulada por glicose podem variar com as condi¢des de
cultura a que sao sujeitos os ilhéus. Aquelas caracteristicas variam também com a
espécie. Por exemplo, em murganhos a 22 fase da secrecdo de insulina é muito
menos pronunciada do que a 12 fase, ao contrario do que sucede com ratos e
humanos (Zawalich et al., 2008).
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O perfil da variacdo da secre¢do de insulina com a concentracdo de glicose
tem uma forma invariavelmente sigmoide. No entanto, tanto a concentragao limiar
de glicose como o valor da concentragdo de glicose a partir do qual a secrecao é
maxima, exibem algumas diferencas entre espécies. Por exemplo, no caso de
murganhos, a concentracdo limiar de glicose para a estimulacao da secrecao de
insulina é cerca de 6-7 mM, um valor claramente superior ao encontrado em rato
(cerca de 4 mM). Esta deslocagdo da curva dose-resposta também tem
consequéncias no valor minimo da concentracao de glicose correspondente ao
maximo de secrecdo (cerca de 20 mM e 16-20 mM para murganho e rato,

respectivamente) (Gembal et al., 1992; Ostenson et al., 1993).

A normalidade do padrao de secrecao de insulina pela célula B-pancreatica e
do seu reconhecimento por tecidos periféricos, com destaque para o musculo
esquelético, é criticamente importante para a regulacdo da glicémia p6s-prandial. De
fato, a insuficiéncia na secrecao de insulina associada ao desenvolvimento de
insulino-resisténcia periférica pode produzir um quadro de hiperglicémia crénica,
susceptivel de causar as varias manifestacdes clinicas caracteristicas da diabetes
mellitus tipo 2.

A etiologia desta disfuncdo metabdlica ainda esta insuficientemente
estabelecida, sendo geralmente aceite, no entanto, que a incidéncia da patologia se
intensifica quando a predisposi¢cdo genética se associam factores ambientais (como
uma dieta rica em hidratos de carbono e gordura saturada) e a ocorréncia de
obesidade abdominal.

A intervencdo de fatores genéticos condicionantes da func¢ao da célula -
pancreatica é relevada pela observacdao de que a capacidade secretora se encontra
parcialmente comprometida em individuos normais que sejam descendentes diretos
de diabéticos (O'Rahilly et al, 1988). Atestando ainda a relevancia da célula B-
pancredtica para a etiologia da diabetes tipo 2, sabe-se de ha muito que a 12 fase da
secrecdo de insulina se encontra comprometida em individuos portadores daquela
patologia (Porte, 1991).
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1.2. Mecanismos de acoplamento estimulo-secrecao
na célula f-pancreatica

O acoplamento estimulo-secrecdo na célula pB-pancreatica tem por base trés
pontos fundamentais: primeiro, a glicose tem de ser metabolizada para induzir
secrecao de insulina (Grodsky et al, 1963); segundo, na auséncia de calcio
extracelular, o metabolismo da glicose ndao aumenta a secrecao de insulina (Milner &
Hales, 1967); e, por ultimo, quando estimulada com glicose a célula -pancreatica
apresenta uma atividade elétrica que envolve a geracdo de potenciais de acdo de
Ca?* (Dean & Matthews, 1970a).

O metabolismo da glicose produz fatores de acoplamento que alteram as
permeabilidades i6nicas da membrana plasmatica. O conhecimento dos diferentes
canais i6nicos presentes na célula B-pancreatica e do seu envolvimento na atividade
elétrica permite uma melhor compreensio dos mecanismos associados ao

acoplamento entre o principal estimulo (glicose) e a secre¢do de insulina.

1.2.1 Canais de K* e metabolismo da glicose

Para o conhecimento do papel desempenhado pelo metabolismo da glicose
na atividade elétrica da célula B-pancreatica foi crucial que, em 1984, Cook e Hales
identificassem, pela primeira vez, o canal de K* sensivel a ATP (Karp), um canal de
potassio inibido rapida e reversivelmente por ATP (Cook & Hales, 1984).

Os primeiros estudos de patch-clamp revelaram que este canal é inibido por
concentracdes de ATP da ordem dos micromolar, sendo a curva dose-resposta
deslocada para concentragdes maiores na presenca de ADP (Cook & Hales, 1984;
Kakei et al., 1986). De fato, foi confirmado posteriormente que é a variacao da razao
ATP/ADP, e ndo as concentragdes individuais de cada um dos nucleotidos, que
controla a atividade do canal Karp (Dunne & Petersen, 1986).

Em célula B isolada na auséncia de glicose, o canal Karp apresenta uma
elevada probabilidade de abertura, constituindo portanto o principal determinante
do potencial de membrana (Rorsman et al., 2011). A adicdo de glicose as células
reduz a atividade do canal de uma forma dose-dependente (ver Figura 1.1 (A)).
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Figura 1.1: Canal Karp. (A) Atividade do canal em fun¢do da concentragdo de glicose, registada por
patch-clamp no modo cell-attached (as aberturas sdo denotadas pelas deflexdes negativas da
corrente). A estimulacdo progressiva com glicose reduz o tempo médio em que o canal se encontra
aberto. Adaptado de (Ashcroft et al., 1988) (B) Efeito de tolbutamida, uma sulfonilureia bloqueadora
do canal Katp, nas correntes evocadas por pulsos de potencial de +10 mV (registo de patch-clamp no
modo whole-cell). Adaptado de (Trube et al, 1986); (C) Estrutura do canal Karp mostrando cada uma
das subunidades SUR1 e Kir6.2. Adaptado de (Ashcroft, 2000).
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A partir de 1999 Gopel e colaboradores registaram correntes em células f-
pancreaticas localizadas em ilhéus intactos (Gopel et al, 1999a; Rorsman et al.,
2011). Estas correntes sdo pouco contaminadas por correntes provenientes das
células adjacentes, devido a baixa condutancia (* 0,2 nS) das unides comunicantes
(gap junctions) que mantém as células em contacto (Perez-Armendariz et al, 1991;
Zhang et al., 2008). Verificou-se que a curva de dose-resposta para a a¢ao de glicose
no canal Karp se encontra claramente desviada para maiores concentragdes
relativamente a situacdo verificada na célula B-pancreética isolada (valores de ICso de
aproximadamente 5 mM vs. 1 mM) (Ashcroft et al., 1988; Gopel et al., 1999a). Desta
forma, para além de a inibicdo dos canais Katp pela glicose ser responsavel pela
despolarizacdo da célula B-pancreatica e pela inducdo de atividade elétrica, parece
também contribuir para a modulagdo desta ultima na regido de maiores
concentracgdes de glicose.

Em termos das suas propriedades biofisicas, o canal Karp ndo é sensivel a
voltagem e apresenta uma relagdo corrente-voltagem com caracteristicas de
retificacdo de entrada (Findlay et al., 1985a; Ashcroft, 1988; Ribalet et al., 1988).

Este canal, um membro da familia de transportadores "ATP-binding cassette
transporters”, é constituido por dois tipos de subunidades: a proteina SUR1, com
fungbes reguladoras e que inclui os locais de ligacao das sulfonilureias, diazoxido
(farmaco ativador) e nucledtidos, e a proteina Kir6.2 que forma o poro,
determinando a condutancia e seletividade a K* (Ashcroft, 2000). O canal funcional
envolve a associacdo de quatro subunidades SUR1 a quatro subunidades Kir6.2, na
forma de um octamero (Aittoniemi et al., 2009) (ver Figura 1.1 (C)).

Aligacao das sulfonilureias a SUR1 (ex: tolbutamida, utilizada neste trabalho)
exerce uma acao inibidora sobre o canal Karp (ver Figura 1.1 (B)). Desta forma
estes farmacos despolarizam a célula p-pancredtica e estimulam a secregao de
insulina, razdo por que sdo utilizados na terapia da diabetes mellitus tipo 2. As
sulfonilureias diminuem a probabilidade de abertura do canal, ndo afetando a
corrente unitaria (Ashcroft et al., 1984; Ashcroft, 1988).

O aumento da razdo ATP/ADP citoplasmatica, induzido pela glicose, ocorre na
sequéncia da fosforilagdo desta pela enzima de baixa afinidade glucocinase, a que se
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segue a oxidacdo pela glicolise, ciclo de Krebs e fosforilacdo oxidativa. A
consequéncia é o fecho de canais Katp e a despolarizacao da célula B-pancreatica para
niveis que, provavelmente, sdo parcialmente determinados pela atividade de canais
cationicos ndo seletivos da familia dos canais TRP (transient receptor potential)
(Flockerzi et al, 2007; Rorsman et al, 2011). Esta despolarizagdo desencadeia
atividade elétrica na forma de potenciais de acao, cujo sistema de canais sensiveis a

voltagem sera abordado na sec¢do seguinte.

1.2.2 Atividade elétrica e canais idnicos subjacentes ao
potencial de acao

O desenvolvimento da técnica de registo intracelular do potencial de
membrana, utilizando microelétrodos de alta resisténcia, permitiu o estudo, com
elevada resolucdo temporal, da atividade elétrica em ilhéus de Langerhans
microdissecados (Dean & Matthews, 1970b).

Registos obtidos na auséncia de glicose mostram que a célula B-pancreatica
se encontra silenciada, mantendo um potencial de membrana estavel e préximo de
-70 mV (Meissner et al, 1978). Nestas condi¢cdes o potencial de membrana é
determinado pela permeabilidade ao ido K*, através dos canais sensiveis a ATP
referidos na sec¢do anterior. O aumento da concentracao de glicose para um valor
limiar, que em murganho corresponde a aproximadamente 7 mM, induz a
despolarizacdo da membrana para um patamar de cerca de - 55 mV e o disparo de

potenciais de acao (Meissner et al.,, 1978).

O disparo de potenciais de acdo, causado pela exposicao a concentragdes de
glicose acima do valor limiar, é continuo durante um periodo que varia entre 1 a 3
minutos. Segue-se um periodo em que o disparo de potenciais de a¢ao alterna entre
fases despolarizadas (ativas) e fases hiperpolarizadas (silenciosas), padrao
normalmente conhecido por bursting (ver Figura 1.2 (A)). Tipicamente a diferenca
de potencial entre o patamar das fases ativas e as fases silenciosas dos bursts é de
cerca de 10 mV (Henquin & Meissner, 1984).

0 incremento progressivo da concentracdo de glicose traduz-se no aumento
da duracdo da fase activa e na diminui¢do da duragdo da fase silenciosa dos bursts
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(ver Figura 1.2 (B)). Para valores suficientemente elevados da concentracao as
células entram em modo continuo de disparo de potenciais de acdo (Ribalet &
Beigelman, 1979).

A fase despolarizante dos potenciais de a¢do é assegurada pela ativacdo de
canais de Ca?* sensiveis a voltagem (canais Cayv), que na célula B-pancreatica de
murganho existem na forma de quatro tipos (Barg et al., 2001; Schulla et al., 2003;
Vignali et al,, 2006): tipo L (Cav 1.2, contribuem com 50-60 % da corrente total de
Ca?* induzida por despolarizagao), tipo P/Q (Cav 2.1, 10-15 %), tipo N (Cav 2.2, 0-15
%) e tipo R (Cav 2.3, 15-25 %). Ao contrario de outras espécies (ex: humanos e rato
(Braun et al., 2008)), ndo existe evidéncia para a expressao de canais tipo T (Cay 3.0)
em células B-pancreaticas de murganho. Nesta espécie os canais tipo L parecem
desempenhar um papel preponderante na corrente total de Ca?* induzida por
despolarizacdo, sendo provavelmente esta a razdo por que o seu bloqueio inibe a
secrec¢do de insulina em cerca de 80 % (Schulla et al., 2003).

E de salientar, no entanto, que supressio do disparo de potenciais de a¢io na
célula B-pancreatica requer concentragdes anormalmente elevadas de nifedipina, um
bloqueador de canais tipo L da familia das di-hidropiridinas (isto é, concentracdes
da ordem de grandeza de 10 uM, sendo 1 puM ineficiente) (Rosario et al., 1993); este
efeito ocorre em condi¢des em que o potencial de membrana na base dos potenciais
de acao assume valores muito menos negativos, sugerindo que a ac¢do inibidora de
nifedipina se deve, pelo menos em parte, a inativacdo dos canais de Ca?* pela
voltagem, processo proeminente na célula -pancreatica (Rorsman et al,, 2011).
Estes resultados levantam ainda a hipétese de que, para além dos canais tipo L,
outros tipos de canais Cav contribuem para a fase despolarizante dos potenciais de

acao.
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Figura 1.2: Atividade elétrica registada num ilhéu microdissecado. (A) Registo com microelétrodos
intracelulares da atividade elétrica, induzida por um aumento da concentragdo de glicose de 3 para
11 mM. A membrana encontra-se hiperpolarizada quando as células sdo sujeitas a concentracdo sub-
estimulatéria de glicose (3 mM). A estimulagdo com 11 mM glicose traduz-se num periodo de
atividade elétrica continua a partir de um patamar despolarizado, a que se segue o disparo de
potenciais na forma de bursts; (B) Efeito do aumento da concentracdo de glicose na duracdo das fases
ativa e silenciosa dos bursts. Adaptado de (Sherman et al, 1990).
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Relativamente a célula B-pancreatica isolada, as correntes de Ca%* induzidas
por despolarizacdo sdo consistentemente maiores quando medidas em células
integradas no ilhéu intacto. Por exemplo, a despolarizacdo para 0 mV induz
correntes de aproximadamente 90 e 180 pA em células B-pancreatica isoladas e
células integradas no ilhéu, respectivamente (Gopel et al, 1999). Nao obstante, os
valores das correntes sdo diminutos e indicativos de uma densidade membranar de
canais muito baixa (da ordem de grandeza de 0,5 canais por um?). Sendo a secre¢do
de insulina dependente do influxo de Ca?*, é plausivel que a eficacia do acoplamento
seja conseguida a custa da co-localizagdo de canais de Ca2* e granulos secretores
(Bokvist et al, 1995). Esta hipotese é compativel com a observacdo de que a
actividade de multiplos canais s6 é detectavel numa frac¢ao relativamente pequena
dos registos de correntes unitarias (nos restantes casos nao é detectada qualquer
actividade), sugerindo uma distribuicdo marcadamente heterogénea dos canais de
Ca?* na membrana, com tendéncia para aglomeragdo (Barg et al., 2001).

No que diz respeito a repolarizacdo dos potenciais de acdo os canais de K*
sensiveis a voltagem (canais Kv) tém um papel importante embora nado exclusivo,
tendo sido também sugerido um papel para os canais de K* ativados por Ca?* (canais
Kca), que serdo considerados mais a frente no presente capitulo. Na célula B-
pancreatica ja foram identificados canais Ky das sub-familias Kvl, Kv2 e Kvy3
(MacDonald et al., 2001).

De entre os varios tipos de canais Ky, sdo os canais Kv2.1 os que
provavelmente mais contribuem para a corrente de saida dependente da voltagem
na célula B-pancreatica. A supressdo farmacoldgica ou genética destes canais afeta
marcadamente a secre¢do de insulina. Verificou-se, assim, que a supressdo da
corrente de saida mediada por canais Kv2.1 aumentou acentuadamente a secre¢do
de insulina (MacDonald et al, 2001); por outro lado, a ablacdo dos genes que
codificam os canais Ky2.1 aumentou marcadamente a duracao dos potenciais de
acao disparados pela célula pB-pancreatica, apresentando-se o0s animais

hiperinsulinémicos e hipoglicémicos (Jacobson et al.,, 2007).

A inativacdo das correntes mediadas por canais Ky2.1 é pequena e muito lenta a

temperatura ambiente, embora estas carateristicas sofram uma alteragdo
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significativa quando as experiéncias sao realizadas a 32-35 °C, ou na presenca de
secretagogos (MacDonald et al.,, 2003). De facto, aqueles canais apresentam diversos
sitios de fosforilacdo pela proteina cinase A (terminal carboxilico da subunidade a) e
proteina cinase C (loop intracelular entre S4 e S5), tendo sido apresentados como
um alvo adicional dos secretagogos de insulina (MacDonald et al., 2003; MacDonald
& Wheeler, 2003).

1.2.3 Oscilac¢oes de potencial de membrana

Os canais de potassio sensiveis a ATP (Karp) sdo ha muito considerados a
chave do mecanismo de acoplamento estimulo-secrecdo, observado na célula (3-
pancreatica. Estes canais teriam assim um papel central na despolarizacdo da
membrana plasmatica e na ativacdo dos canais de calcio sensiveis a voltagem
subjacentes aos potenciais de acdo, bem como nos consequentes aumentos da

concentracao de Ca2* intracelular livre ([CaZ*];).

A ideia de que os canais Karp constituem os sensores exclusivos do
metabolismo da glicose, mediando nao s6 a despolarizagdo inicial como também a
modulacdo da atividade elétrica oscilatéria que ocorre para concentracdes de
glicose superiores a cerca de 7 mM, ndo é no entanto consensual entre a

comunidade cientifica.

De fato, quando os canais Karp foram suprimidos farmacologicamente,
recuperando-se no entanto o padrdo oscilatério do potencial de membrana através
do aumento da concentra¢do de Ca?* extracelular para trés ou quatro vezes o seu
nivel normal, demonstrou-se que a regulagdo da atividade elétrica pela glicose tinha
um perfil semelhante ao que se verifica em condi¢gdes normais (Rosario et al., 2008).
Por outro lado, em animais onde foi removida geneticamente uma das subunidades
do canal Karp (a subunidade Kir6.2), o aumento da concentracdo de glicose
continuava a aumentar o influxo de calcio através dos canais de Ca?* sensiveis a
voltagem (Ravier et al, 2009). E assim plausivel que, para além dos canais Katp,
outros canais idénicos tenham um papel ativo na modulagdo das oscilagcbes do
potencial de membrana e do influxo de Ca?* induzidos por glicose na célula -

pancreatica. A clarificacao destes mecanismos de regulagdo pela glicose pressupde a
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identificagcdo dos canais subjacentes a atividade elétrica oscilatoria e, em particular,

dos canais que controlam a duragao da fase activa dos bursts.

Ja em 1983 Atwater e colaboradores formularam a hip6tese de que os canais
de potassio sensiveis a Ca?* (Kca) de elevada condutancia (canais BK) seriam os
canais responsaveis pela terminacdo da fase ativa dos bursts e correspondente
hiperpolarizagdo membranar, conducente a fase silenciosa. Foi entdo proposto que,
durante a fase ativa do burst, o influxo de Ca2* associado ao disparo de potenciais de
acdo causava um aumento progressivo da [Ca?*];, susceptivel de ativar os canais BK

e induzir a transi¢do para a fase hiperpolarizada (Atwater et al., 1983).

No entanto, estudos realizados com caribdotoxina, um bloqueador peptidico
de canais BK presentes na célula B-pancreatica (Kukuljan et al., 1991) e noutros
tipos celulares (Miller et al., 1985), mostraram que a toxina ndo afetava os bursts de
atividade elétrica registada com microelétrodos intracelulares em ilhéus intatos
(Kukuljan et al, 1991). Muito embora estes resultados parecam negar o putativo
papel dos canais BK na hiperpolarizagdo que termina a fase ativa dos bursts, atras
referido, foi considerado que os efeitos de caribdotoxina, testados em condigcdes de
ilhéu intacto, poderiam ser fortemente condicionados pela dificil acessibilidade da
toxina as células sob registo. Foram assim realizadas as experiéncias descritas no
Capitulo 3, em que a actividade eléctrica foi registada a partir de células (-
pancreaticas localizadas em camadas muito superficiais do ilhéu. O estudo foi
complementado com a andlise da accdo do alcaloide indolico penitrem A, um
potente inibidor de canais BK com eficacia comprovada de penetracdo em tecidos
(Asano et al, 2012), na atividade elétrica oscilatoria induzida por glicose.

Um outro marco na analise das condutancias iénicas subjacentes ao burst foi
o estudo de Gopel e colaboradores (Gopel et al., 1999b), em que se desenvolveu um
protocolo experimental de estimulacao da célula B-pancreatica consistindo na
aplicacdo, em regime de voltage-clamp, de um comando de voltagem desenhado
para simular as alteragdes de potencial de membrana que ocorrem durante o burst.
Este comando consta de uma despolarizagdo de -70 mV para -40 mV, a que se segue
uma sucessao de pulsos de potencial com uma duracao individual de 100 ms e um
potencial maximo de 0 mV; o potencial de membrana é subsequentemente mantido

em -40 mV durante um periodo adicional de 10-20s (Figura 1.3 (A)).
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Figura 1.3: Corrente Kgow. (A) Protocolo de pulsos simulando um burst de potenciais de a¢do (ver
texto principal); (B) Corrente gerada na célula B-pancreatica pelo comando de voltagem mostrado
em (A). A corrente Kgow corresponde a corrente que se desenvolve lentamente durante a geracdo das
correntes transitorias induzidas pelas rampas de voltagem em (A); (C) Atividade elétrica de uma
célula B-pancredtica na presenca de 11 mM glicose; (D) Efeito de Cd?* na corrente Kyow. Adaptado de
(Gopel et al., 1999Db).
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A aplicacao de comandos de voltagem com estas caracteristicas traduziu-se
no registo de correntes totais em que é visivel uma corrente de saida de
desenvolvimento lento (constante de ativacdo de cerca de 2 s; Figura 1.3 (B).
Verificou-se que o potencial de reversdo desta corrente variava com a concentragio
de K* extracelular ([K*]o) de acordo com o previsto pela equacdao de Nernst para o
ido K*, identificando-a como uma corrente de K* a que se atribuiu a designacdo de
Ksiow (Gopel et al., 1999b).

A corrente Ksow € suprimida por agentes que bloqueiam o influxo de Ca?* na
célula -pancredtica (ex: Cd?* e nimodipina, que bloqueiam canais Cayv (Gopel et al.,
1999a; Goforth et al, 2002), sugerindo que a corrente é, pelo menos em parte,
transportada por canais Kca.

A farmacologia da corrente Ksow ndo é de todo clara. Por exemplo, Gopel e
colaboradores descreveram uma completa insensibilidade da corrente a
tolbutamida (Gopel et al, 1999a); no entanto, num segundo estudo do mesmo
laboratorio, foi reportada uma sensibilidade muito variavel a sulfonilureia (inibicdao
entre 0 e 90%; Kanno et al.,, 2002). A insensibilidade da corrente Ksow a tolbutamida
foi também descrita por outros laboratérios (Goforth et al.,, 2002; Houamed et al.,
2010). Nao obstante as discrepancias, Ksow € normalmente descrita como sendo
uma corrente-mosaico composta por componentes mediadas por canais Karp e Kca
(Rorsman et al, 2011). (De acordo com Henquin e colaboradores, a actividade dos
canais Karp pode ser indiretamente afetada pelos niveis de Ca?*, dado que aumentos
da concentragao de Ca?* reduzem os niveis intracelulares de ATP por via da
atividade de Ca2*-ATPases (Detimary et al., 1998). Os canais KCa que contribuem
para a corrente Kslow ndo parecem incluir canais BK, dada a aparente
insensibilidade da corrente a caribdotoxina (Gopel et al., 1999; Dufer et al., 2009).

Foi reportado, por outro lado, que a corrente Ksow € aparentemente
insensivel a apamina (Gopel et al, 1999b; Goforth et al., 2002; Zhang et al., 2005), um
inibidor peptidico especifico de canais Kca de baixa condutancia (canais SK; Adelman
et al., 2012). No entanto, num estudo com uma mensagem contraditéria, Zhang e
colaboradores mostraram que UCL 1684, um inibidor ndo-peptidico de canais SK
(Rosa et al,, 1998), reduziu acentuadamente a corrente (Zhang et al., 2005).

De acordo com Lebrun e colaboradores, a exposicdo de ilhéus intatos a
apamina ndo pareceu afetar a atividade elétrica induzida por glicose, registada com
microeléctrodos intracelulares (Lebrun et al., 1983). Com o propdsito de avaliar o

possivel envolvimento de canais SK na dindmica do burst, no presente trabalho foi
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re-investigada a acdo de apamina e investigada pela primeira vez a acao de UCL
1684 na atividade elétrica oscilatéria (Capitulo 5).

Foi ainda reportada a acdo inibidora da corrente Ksow por TRAM-34 (Dufer et
al, 2009), um inibidor nao-peptidico de canais Kca de condutancia intermédia
(canais IK) (Wulff et al., 2000). O Capitulo 6 descreve pela primeira vez a a¢do de
TRAM-34 nas correntes de K* da célula $-pancreatica isolada e na atividade elétrica
oscilatdria, registada em ilhéus intactos com microelétrodos intracelulares.

A corrente Ksiow € inibida pela glicose no intervalo de concentragdes 5-10 mM
(Goforth et al., 2002) e 15-30 mM (Kanno et al., 2002). Muito embora esta inibigdao
possa refletir a redugdo da atividade de canais Karp, é também plausivel que os
canais Kca que contribuem para aquela corrente possam estar sujeitos a controlo

negativo pelo metabolismo da glicose.

1.2.4 Oscilacoes de Ca?* intracelular

Tal como se referiu anteriormente, o disparo de potenciais de agao traduz-se
em influxo de Ca?* através de canais Cav e em aumentos da concentracao de Ca?*
intracelular livre ([Ca%*];). Sdo estes aumentos da [Ca?*]i (mais precisamente, os
aumentos dos niveis de Ca2* sub-membranar nas proximidades dos canais) que
estimulam a exocitose dos granulos secretores da célula B-pancreatica, produzindo
a secrec¢do de insulina em resposta a glicose; os canais que mais contribuem para o
acoplamento glicose-insulina sao os canais Cav1.2, tanto ao nivel da primeira como
da segunda fase da secre¢do (Rorsman et al., 2012).

As células B-pancreaticas encontram-se acopladas elétrica e
metabolicamente através de unides comunicantes (Meda et al, 1986), possibilitando
a sincronizacgao da atividade elétrica ao longo do ilhéu (Meda et al., 1984), que assim
funciona como um "sincicio". Previu-se assim que seria possivel medir variacdes
globais da [Ca2*]; ao nivel de um unico ilhéu intacto (ou de parte de um ilhéu), o que
de fato se veio a verificar em 1989, recorrendo a uma sonda fluorescente de Ca2* e a
técnicas de microscopia quantitativa de fluorescéncia (Valdeolmillos et al., 1989).

Demonstrou-se entdo pela primeira vez que, na presenca de uma
concentracao estimulatéria de glicose, a [Ca%*]i oscilava com uma frequéncia

compativel com a dos bursts de atividade elétrica.
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Figura 1.4: Atividade oscilatéria do ilhéu de Langerhans intacto. (A) Registo simultaneo de potencial
de membrana de uma célula B-pancreatica utilizando microelétrodos intracelulares e dos niveis de

Ca2+ livre intracelular do ilhéu inteiro por microscopia de fluorescéncia. Adaptado de (Santos et al.,
1991); (B) Registo simultineo de oscilagdes da concentracdo de Ca2* livre intracelular por
microscopia de fluorescéncia e da secrecdo de 5-HT/insulina por microamperometria com elétrodos
de fibra de carbono. Adaptado de (Barbosa et al., 1998).
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O passo seguinte foi dado com a realizacdo de uma série adicional de
experiéncias, em que se registou simultaneamente a [Ca%*]; ao nivel de um unico
ilhéu (com uma sonda fluorescente) e o potencial de membrana de uma célula -
pancredtica do mesmo ilhéu (com microeléctrodos intracelulares). Neste estudo
Santos e colaboradores (Santos et al, 1991) demonstraram o elevado grau de
sincronia entre os bursts de atividade elétrica e as oscilagdes da [Ca?*];, em ilhéus
estimulados com glicose (ver Figura 1.4 (A)). Utilizando técnicas de imagiologia de
fluorescéncia, os mesmos autores verificaram que as caracteristicas das oscilagoes
ndo pareciam depender da regido do ilhéu onde era recolhido o sinal de
fluorescéncia. O facto de o ilhéu se comportar como um "sincicio"” estd também
subjacente a detecdo de oscilagdes da concentragdo de K* no espaco intercelular do
ilhéu (com microelétrodos sensiveis a K*; (Perez-Armendariz et al, 1985) e a
detecdo de oscilacdes da libertacdo de insulina a partir de um tnico ilhéu (Rosario et
al., 1986), utilizando técnicas de radioimunoensaio com amostragem discreta (Scott
et al, 1981). Utilizando uma técnica de microamperometria baseada em
microelétrodos de fibra de carbono com vista a detecio em tempo real de 5-
hidroxitriptamina (5-HT ou serotonina) no espago intercelular do ilhéu (Barbosa et
al., 1996), em simultaneo com a medi¢ao da [Ca%*]; no mesmo ilhéu, verificou-se que
a libertacgdo oscilatéria de 5-HT / insulina ocorria em sincronia com as oscilagdes da
[Ca2+]; (Barbosa et al., 1998) (ver Figura 1.4 (B)). Neste estudo procedeu-se a uma
analise da correlagdo entre a quantidade de 5-HT libertada por oscilagdo e a duragdo
da oscilagdo correspondente da [Ca?*];, a vdarias concentragdes de glicose no
intervalo 11-20 mM. Esta correlacdo foi linear, nao se tendo encontrado evidéncia
para a ocorréncia, em células [3-pancreatica de murganho, da "via de amplificagdo"
da secrecao de insulina, considerada um aspecto central do mecanismo de
acoplamento estimulo-secrecdao (ver Henquin, 2011). Neste mecanismo foi
postulada a existéncia de fatores de origem metabodlica que aumentariam a eficacia
do ido Ca%* em induzir a secrec¢do exocitdtica de insulina. A natureza destes fatores
permanece desconhecida.

Para além das oscilagdes da [Ca?*]; associadas a atividade de bursting, de
frequéncia relativamente elevada (tipicamente entre 2 a 7 oscilagdes por minuto;
oscilacoes "rapidas"), conhecem-se oscilacdes de baixa frequéncia (0,2-1 min1;
oscilagdes "lentas") que tém sido associadas a oscilagdes metabdlicas (Bergsten et
al, 1994). Tem-se reportado ainda um padrao misto, envolvendo sobreposicdo de

oscilacoes "rapidas” em "lentas" (Valdeolmillos et al., 1989).
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1.3 Canais de K* sensiveis a Ca?* (Kca) na célula §-
pancreatica

O influxo de Ca?* pode produzir diferentes fendmenos nas células, incluindo a
ativacao ou modulagao de canais de K*. Desta forma, alteragdes dos niveis de Ca?*
intracelular podem afetar o potencial de membrana, sublinhando a relevancia dos

canais sensiveis a Ca2* no controlo da atividade elétrica e da excitabilidade celular.

Os canais de K* sensiveis a Ca?* (canais Kca) sdo normalmente classificados
em trés grandes grupos, essencialmente de acordo com a sua condutancia, estrutura
e farmacologia (Sah & Louise Faber, 2002): canais BK (ou Kcal.1) de elevada
condutancia, tipicamente entre 100 e 300 pS (Marty, 1981); canais SK (ou Kca2) de
baixa condutancia (2-25 pS) (Blatz & Magleby, 1986); e canais IK (ou Kca3.1) de
condutancia intermédia (25-100 pS) (Ishii et al., 1997b). Dada a sua elevada
condutancia os canais BK sdao também conhecidos por "maxi-K"; uma designacdo
alternativa é "Slo/Slo1", derivada do nome do tnico gene que codifica a subunidade

que forma o poro dos canais (Slowpoke) (Lee & Cui, 2010).

Os canais BK sao ativados tanto pela voltagem como pelo Ca?* intracelular
(maximo de ativagdo para concentragdes da ordem dos micromolar), estando
estabelecido que o aumento dos niveis de Ca?* causa a deslocagdo para a esquerda
(isto é, para valores mais negativos de potencial) da curva de ativagdo pela voltagem
(Cui et al,, 2009). Por outro lado, como se vera adiante, a ativacao dos canais SK e IK
é independente da voltagem e mais sensivel a Ca?* (maximo de ativagdo para

concentragdes abaixo do micromolar).
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1.3.1 Canais Kca de elevada condutancia (BK)

Sendo os canais BK sensiveis a despolarizacdo celular e ao aumento dos
niveis de Ca?+, a sua ativa¢do traduz-se normalmente na repolarizacdo da membrana
e no fecho de canais de Ca?* sensiveis a voltagem, com a consequente diminui¢do do

influxo de CaZ?+.

Em termos estruturais, os canais BK sdo constituidos por dois tipos de
subunidades: a subunidade que forma o poro (a) e uma subunidade reguladora (3)
(ver Figura 1.5 (A)). Cada canal funcional contém quatro subunidades a em
organizacao tetramérica, a que se podem associar subunidades 3, que lhe conferem
diversidade funcional em fung¢ao da expressao nos diferentes tecidos (McManus et
al,, 1995; Cui & Lee, 2009).

A subunidade a é composta por uma regido que atravessa a membrana
através de sete segmentos transmembranares (S0-S6) e por um dominio
citoplasmatico de grandes dimensdes, que proporciona o terminal carboxilico e que
em larga medida a diferencia da subunidade a dos canais Kv (o outro elemento
diferenciador é o segmento SO, que ndo estad presente em canais Ky) (Cui & Lee,
2009).

A regido da subunidade a que atravessa a membrana compreende um
dominio que funciona como sensor de voltagem (VSD ou voltage sensing domain,
correspondente a S1-S4) e um dominio responsavel pela formagdo do poro (PGD ou
pore-gate domain, correspondente a S5-56). Neste dominio esta localizado o local de
ligacdo dos bloqueadores peptidicos do canal (ex: caribdotoxina e iberiotoxina, que
se ligam a zona externa do poro, obstruindo o fluxo de ides K* (Knaus et al., 1994)).
O segmento SO proporciona o terminal aminico extracelular e parece funcionar
como ponte de ligacdo para a organizacdo tetramérica das subunidades a (Wallner
etal, 1996).

Os locais de ligacdo do Ca?* intracelular encontram-se no dominio
citoplasmico de grandes dimensdes da subunidade a. Cada subunidade contém dois
locais de ligacao de alta afinidade. Um dos locais esta presente no subdominio RCK1

(regulator of K+ conductance 1) e envolve residuos de aspartato, mediando
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alteragdes conformacionais ap6s ligacdo a Ca?* que conduzem a abertura do canal
(Xia et al., 2002). O segundo local ("Ca?* bowl") também envolve residuos de
aspartato e esta presente no subdominio RCK2, localizado entre os segmentos S9 e
S10 do dominio citoplasmico de grandes dimensdes da subunidade a (Schreiber &
Salkoff, 1997).

Para além da voltagem e do Ca?*, também o ido Mg?* desempenha um papel
na ativacdo dos canais BK. De facto, concentra¢des de Mg?* da ordem dos milimolar
aumentam a probabilidade de abertura dos canais e provocam uma desloca¢do da
curva corrente/voltagem para potenciais mais negativos (Zhang et al., 2001; Shi &
Cui, 2001). Ao contrario da ativa¢do dos canais por Ca2+, a ativacao por Mg2+ envolve
interacoes eletroestaticas com o sensor de voltagem (Horrigan & Aldrich, 2002;
Yang et al., 2007; Lee & Cui, 2010).

Foram ja identificadas quatro subunidades 3 dos canais BK. Quando ligadas
as subunidades a, as subunidades $1-4 alteram a atividade do canal, modulando a
inativacdo das correntes, a sua sensibilidade a Ca?* intracelular e ainda a sua
sensibilidade a bloqueadores (Ghatta et al.,, 2006). Por exemplo, o loop extracelular
que une os dois segmentos transmembranares de cada subunidade (3 (ver Figura
1.5 (A)) determina a ligagdo de bloqueadores peptidicos (incluindo caribdotoxina) a
subunidade a, modulando assim a sensibilidade dos canais aos bloqueadores
(Hanner et al., 1998). Neste contexto, é interessante verificar que a expressdo
conjunta das subunidades a e 3 na linha tumoral secretora de insulina RINm5F,
bem como em células cromafins da medula adrenal, causa uma reducdo da
sensibilidade a caribdotoxina (Xia et al., 1999).

No que respeita a modulacdo das caracteristicas de inativacao dos canais BK
pelas subunidades (3, deve sublinhar-se que a presenga das subunidades 1 ou (4
nao induz normalmente inativacdo das correntes, ao contrario das subunidades (32
ou B3, cuja presenca induz uma acentuada inativacdo das mesmas. Esta é
provavelmente a razdo por que as caracteristicas de inativacdo das correntes BK
variam acentuadamente entre tipos de células secretoras de insulina. De fato,
enquanto que em células HIT a inativacdo é diminuta, em células RINm5F, bem
como em células  de murganho e humanas, a inativacao é substancialmente mais
pronunciada, embora variavel (Braun et al., 2008; Houamed et al., 2010; Li et al,
1999).
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A semelhan¢a do canal Ky de inativacdo rapida (Kv1.0), o elemento
responsavel pela inativacdo do canal BK é provavelmente o terminal aminico da
subunidade 3, que parece estar localizado entre o dominio VSD e os dominios RCK
(RCK1 e RCK2) responsaveis pela ligacao de Ca2* (Xia et al., 1999).

Na célula B-pancreatica, a presenca de uma permeabilidade membranar a K*
sensivel a Ca?* foi primeiramente sugerida por Rojas e colaboradores (Atwater et al.,
1979). A data deste estudo era apenas possivel recorrer a técnica de registo
intracelular de potencial de membrana, mas com o avango da técnica de patch-clamp
foi possivel identificar e caracterizar o primeiro canal Kca de elevada condutancia,
ativado pela voltagem e sensivel a Ca?* (Cook et al, 1984; Findlay et al., 1985b;
Tabcharani & Misler, 1989). Os primeiros estudos puseram em evidéncia um canal
com uma condutancia entre 70 pS (para [K*]o=5,6 mM; Smith et al., 1990) e cerca de
350 pS (para [K*]o=400 mM; Tabcharani & Misler, 1989). Verificou-se ainda que o
canal BK presente na célula B-pancreatica era sensivel a Mg2* e ao pH intracelular
(Tabcharani & Misler, 1989).

Os canais BK presentes na célula [-pancreatica sdo sensiveis a varios
bloqueadores peptidicos, frequentemente utilizados nesta e noutras preparacdes
como ferramentas farmacolégicas para a clarificagdo do envolvimento dos canais em
processos fisiolgicos. E o caso da caribdotoxina, cuja afinidade para os canais é
muito elevada (constante de dissociacdo aparente da ordem dos nanomolar; Smith
et al., 1986) e que bloqueia totalmente as correntes BK para concentragdes
inferiores a 20 nM; a toxina ndo afeta as correntes Ky da célula B (Kukuljan et al.,
1991). Foram detectadas variagdes da sensibilidade a caribdotoxina entre linhas
celulares secretoras de insulina (Li et al., 1999), o que provavelmente reflete
variabilidade nos tipos de subunidades 3 que entram na composicao dos canais (ver
acima).

Tal como os canais BK de outros tecidos, os canais BK da célula (3-pancreatica
sdo também inibidos por moléculas ndo-peptidicas, como por exemplo o antifingico
tremorgénico paxilina. Este bloqueia seletivamente os canais de forma semelhante a
iberiotoxina, requerendo no entanto concentra¢des muito superiores para produzir
inibicoes comparaveis (Houamed et al., 2010). Outro exemplo é penitrem A, cujas
agOes na atividade elétrica e na corrente total de K* serdo apresentadas no Capitulo
3 e Capitulo 4, respetivamente. Em musculo liso penitrem A, que ndo partilha o
mesmo local de ligagdo com bloqueadores peptidicos, inibe potentemente a corrente
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BK sem afetar as correntes transportadas por outros canais, incluindo canais Kca
distintos dos canais BK (Knaus et al., 1994; Asano et al., 2012).

Sdo muito recentes os estudos em que foram utilizados bloqueadores
peptidicos e ndo-peptidicos para isolar correntes BK na célula (-pancreatica, ao
mesmo tempo que se tentou averiguar o papel destas correntes na dinamica dos
potenciais de agdo. Em 2008 Rorsman e colaboradores isolaram uma componente
transitéria da corrente de K* sensivel a iberiotoxina, de ativagdo muito rapida e
estritamente dependente do influxo de Ca?* através de canais Cay (Braun et al,,
2008). Esta corrente exibiu uma dependéncia da voltagem em forma de sino,
refletindo no essencial a dependéncia da voltagem do influxo de Ca2* mediado por
canais Cav; o maximo da curva I/V ocorre no entanto para valores de potencial mais
positivos do que os correspondentes ao maximo da curva [/V relativa a corrente Cay,
traduzindo a sensibilidade a voltagem e o aumento da for¢a eletromotriz que atua
sobre os canais de K*. Neste estudo a exposicdo das células a iberiotoxina aumentou
a amplitude dos potenciais de acao.

Em 2010 Houamed e colaboradores utilizaram o bloqueador nao-peptidico
paxilina (ver acima) para isolar uma corrente BK caracterizada por um processo de
inativacdo muito mais lento para um patamar; a corrente exibiu uma cinética de
ativacao rapida, sendo igualmente dependente do influxo de Ca?* através de canais
Cay (Houamed et al, 2010). A exposicdo das células a paxilina aumentou
acentuadamente a amplitude dos potenciais de acdo, muito embora ndo parecesse
afetar outros parametros tais como o potencial limiar, a duragado, a velocidade de
repolarizacdao ou a hiperpolarizagao pds-potencial. Ao mesmo tempo Jacobson e
colaboradores reportaram um efeito idéntico nos potenciais de agdo de outro
bloqueador BK, slotoxina (Jacobson et al., 2010).

Finalmente, recorrendo a ablagcdo genética de canais BK, Dufer e
colaboradores reportaram um aumento da dura¢do dos potenciais de a¢do, que no
entanto, surpreendentemente, nao foi acompanhado por variacdes da sua amplitude
e frequéncia de disparo (Dufer et al.,, 2011).

Muito embora os estudos realizados por Braun, Houamed, Jacobson e
respectivos colaboradores tivessem evidenciado um aumento da amplitude dos
potenciais de acdo compativel com a hipotese de que os canais BK estivessem
envolvidos no processo de repolarizacdo (Braun et al., 2008; Houamed et al., 2010;
Jacobson et al, 2010), esta hipdtese nao foi consubstanciada pela auséncia
recorrente de uma andlise detalhada da acdo dos varios bloqueadores BK noutros

24



Introdugao

parametros dos potenciais de acao. O estudo descrito no Capitulo 3 pretendeu
avaliar aquela hipotese, recorrendo a uma andlise detalhado da acdo de

caribdotoxina e penitrem A nos potenciais de agao.

1.3.2 Canais Kca de baixa condutancia (SK)

Os canais Kca de baixa condutdncia (SK ou Kca2) tém uma topologia
semelhante aos membros da superfamilia de canais Ky, incluindo seis segmentos
transmembranares (S1-S6 ver Figura 1.5 (B)), em que o poro se encontra associado
aos segmentos S5 e S6. Relativamente ao segmento S4, que confere sensibilidade a
voltagem aos canais Ky, apresenta um numero muito reduzido de aminoacidos
carregados positivamente. Estas diferencas na estrutura primaria constituem a base
molecular para a reconhecida independéncia a voltagem dos canais SK (Stocker,
2004; Adelman etal., 2012).

Foram até ao momento clonados trés subtipos de canais SK: SK1 (Kca2.1),
SK2 (Kca2.2) e SK3 (Kca2.3). Estes subtipos apresentam uma elevada homologia no
que respeita ao dominio transmembranar, estando as principais diferencas
concentradas nos dominios citoplasmaticos que proporcionam os terminais aminico
e carboxilico. Os canais SK funcionais constituem-se normalmente como tetrameros
homomeéricos; podem ocorrer contudo associacdes heteroméricas, tanto em
sistemas de expressao heter6loga como em tecidos nativos (Faber, 2009).

Contrariamente aos canais BK, os canais SK nao apresentam motivos de
ligacdo de Ca%* na estrutura primaria das respectivas subunidades. Na realidade, a
sensibilidade dos canais SK a Ca2* é conferida pela ligacdo a calmodulina, que tem
presenca constitutiva e independente de Ca2*. A ligacdo de ides Ca2* a algumas das
maos E-F da calmodulina traduz-se em altera¢des conformacionais que conduzem a
abertura do canal. A insercao de calmodulina nas diferentes subunidades do canal
ocorre ao nivel do dominio citoplasmatico que corresponde a extensao do segmento
S6 (e que portanto contém o terminal carboxilico), mais especificamente na
imediata proximidade deste; esta regido, normalmente designada por dominio de
ligacdo de calmodulina (CaMBD), é altamente conservada dentro da familia SK,
fazendo com que os seus membros tenham um perfil de resposta a Ca?* muito
parecido. Por exemplo, todos os sub-tipos de canais SK sdo sensores muito rapidos
de Ca?* (constantes de tempo de activagdo da ordem de 10 ms) (Adelman et al.,
2012).
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Figura 1.5: Estrutura dos canais de potassio sensivel a cdlcio. (A) Estrutura das sub-unidades o
(esquerda) e B (direita) do canal de potassio sensivel a cdlcio de elevada condutancia (BK); (B)

Estrutura da sub-unidade a do canal de potassio sensivel a calcio de baixa condutincia (SK).
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A corrente transportada por canais SK exibe caracteristicas de retificacdo de
entrada, aparentemente devida ao bloqueio dependente da voltagem dos canais por
catides divalentes intracelulares, incluindo Mg?+*. As correntes SK podem ainda ser
moduladas por fosforilacao. Por exemplo, foi demonstrado que o canal SK2 possui
um local de fosforilagdo pela proteina cinase A nas proximidades do terminal
carboxilico; a fosforilacdo do canal por esta via reduz a sua expressdao na membrana.
Ainda outra modalidade de regulacdo, aparentemente relacionada com a
sensibilidade a Ca?*, é proporcionada por caseina cinase 2 (CK2) e proteina fosfatase
2A (PP2A), que se encontram constitutivamente associadas a proteina que constitui
o poro (Faber, 2009).

Os canais SK sdo bloqueados por um nimero elevado de agentes peptidicos e
ndo-peptidicos. Os primeiros incluem a apamina, um péptido com 18 aminoacidos
presente no veneno de abelha que inibe os varios subtipos de canais SK a
concentracdes sub-nanomolar ou da ordem de poucos nanomolar. Ishii e
colaboradores estabeleceram que a ligacao a apamina ocorre entre os segmentos S5
e S6, bem como num local extracelular entre os segmentos S3 e S4 (Ishii et al,,
1997a). Assim, a sensibilidade a apamina parece ser conferida por ligacao a residuos
de aminoacidos dentro e fora do poro do canal, sugerindo que a toxina actua quer
através da oclusdo do poro quer como inibidor alostérico (Adelman et al., 2012).

Tamarina e colaboradores demonstraram a expressao dos genes SK1, SK2 e
SK3 na célula B-pancreatica de murganho (Tamarina et al., 2003). Verificaram ainda
a ocorréncia de aumentos de Ca?* intracelular em ilhéus expostos a apamina, por
sua vez ausentes em ilhéus cuja expressao de canais SK3 foi eliminada. Estes
resultados sdo aparentemente contraditérios com o fato de Lebrun e colaboradores,
muitos anos antes (Lebrun et al., 1983), ndo terem conseguido detetar efeitos de
apamina (a uma concentracdo muito elevada, 1 uM) na atividade elétrica de ilhéus
estimulados com 11 mM glicose. E pois possivel que a aparente falta de agdo da
toxina neste estudo tivesse sido causada por problemas de penetragcdo da molécula
no tecido do ilhéu.

UCL 1684 foi o primeiro bloqueador ndo-peptidico de canais SK a ser
desenvolvido (Rosa et al, 1998). O efeito de UCL 1684 em correntes SK foi
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inicialmente investigado em células cromafins onde inibiu rapida e reversivelmente
a corrente sensivel a apamina a concentracées da ordem dos nanomolar (Dunn,
1999), tendo permanecido como um bloqueador de elei¢do, tanto do ponto de vista
da poténcia (proxima da da apamina) como da especificidade. Tal como a apamina,
UCL 1684 nao é seletivo para qualquer subtipo de canais SK (Adelman et al., 2012).

A andlise da acao de bloqueadores especificos de canais SK na atividade
elétrica da célula B-pancreatica permanece incipiente. Para além de terem
investigado a acdo de UCL 1684 na corrente Ksiow, Zhang e colaboradores (Zhang et
al., 2005) reportaram efeitos nos potenciais de acdo que se limitaram ao potencial
limiar e a frequéncia de disparo (desvio do potencial limiar para valores menos
negativos e aumento da frequéncia), ndo tendo sido possivel estabelecer conclusoes

claras quanto ao possivel papel dos canais SK na atividade elétrica.

Tal como foi referido os canais SK sdo rapidamente ativados por Ca?* (em
milissegundos), sendo expectavel que contribuam para a repolarizacdo dos
potenciais de acdo na célula B-pancreatica. O estudo descrito no Capitulo 5
pretendeu avaliar esta hipotese, recorrendo a uma analise detalhada da agdo de

apamina e UCL 1684 nos potenciais de agao.

1.3.3 Canais Kca de condutancia intermédia (IK)

Os canais Kca de condutancia intermédia (IK ou KCa3.1) sdo também
conhecidos por "canais de Gardds", por se ter concluido que medeiam o aumento de
efluxo de K* causado por inibicdo metabdlica em eritrocitos, um processo
dependente de Ca?* extracelular originalmente descrito pelo cientista hingaro G.
Gardés em 1958 (ver Jensen et al.,, 2001). Estes canais sdo codificados por um unico
gene e a sua expressdo em eritrdcitos humanos foi primeiramente reportada em
2003 (Hoffman et al., 2003).

Os canais IK estdo expressos em numerosos tecidos do organismo,
designadamente células do sistema hematopioético, células epiteliais e células do
endotélio vascular (Jensen et al,, 2001). Na sequéncia da sua clonagem em 1997 a
partir de pancreas, placenta e tecido linféide (Ishii et al., 1997b; Joiner et al. 1997;
Logsdon et al. 1997), admitiu-se que os canais IK s6 estavam presentes em
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neurénios do sistema nervoso periférico, designadamente neurodnios sensoriais,
simpaticos e entéricos. No entanto, estudos mais recentes atestam a sua presenca
em tipos particulares de neurdnios do sistema nervoso central, designadamente
células de Purkinje do cortex cerebelar (Engbers et al., 2012).

As sequéncias primarias dos canais IK e SK sdo homologas em 42-44% (Wulff
et al,, 2007). Nao surpreende portanto que os canais IK apresentem uma topologia
muito parecida a dos canais SK, envolvendo subunidades em organiza¢do
tetramérica; cada uma das subunidades inclui seis segmentos transmembranares
(S1-S6), estando o poro associado aos segmentos S5 e S6. Outras caracteristicas em
comum sdo a sua falta de dependéncia da voltagem (igualmente uma consequéncia
da estrutura primaria do segmento S4) e o fato de os canais serem ativados por Ca%*
através da ligacdo a calmodulina, que também se encontra constitutivamente
associada ao canal em regides préximas do segmento S6 junto ao terminal
carboxilico (Jensen et al, 2001; Pedarzani & Stocker, 2008); a probabilidade de
abertura dos canais IK é regulada por Ca?* citossélico a concentragdes inferiores ao
micromolar (Fanger et al., 1999). Do ponto de vista estrutural uma diferenca
significativa dos canais IK em relacdo aos SK reside ao nivel do terminal aminico,

que é manifestamente mais curto nos primeiros.

Em contraste com os canais BK e SK, que se encontram frequentemente co-
localizados com as respectivas fontes de Ca?* (normalmente canais Cay ou canais
operados por receptor), os canais IK parecem fazer parte de sistemas de sinalizagao
que envolvem aumentos de Ca?* intracelular relativamente globais e prolongados
(Wulff et al,, 2007). Esta é provavelmente a razdo por que os canais IK presentes em
neur6nios nao contribuem para a AHP de duragao curta (milissegundos ou dezenas
de milisegundos, fAHP) ou média (dezenas ou centenas de milissegundos, mAHP);
estas sdo causadas pela ativacdo de canais BK e SK, respectivamente, que assim
contribuem para a regulacdo do intervalo entre potenciais de acdo e, portanto, da
sua frequéncia de disparo (Bond et al, 2005; Adelman et al, 2012). Devido a
aparente auséncia de co-localizagdo entre canais Cay e canais IK, a ativacdo destes
ultimos em neurdnios tem potencial para mediar variagdes secundarias do potencial
de membrana que resultem da acumulacdo mais lenta e global de Ca2* intracelular,
associada ao disparo de grupos de potenciais de acdo. De fato, em neurdnios
entéricos os canais IK parecem contribuir para a geragdo da AHP de duragao longa
(~ 1-2 s, sAHP) (Neylon et al.,, 2006; Nguyen et al., 2007). No entanto, a origem da
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SAHP permanece largamente desconhecida na grande maioria dos casos (Andrade et
al,, 2012).

Os canais IK sao absolutamente insensiveis a concentracdes elevadas (100-
1000 nM) de inibidores peptidicos especificos de canais BK (ex: iberiotoxina) ou SK
(ex: apamina). Os canais IK sdo no entanto bloqueados de uma forma relativamente
seletiva por algumas moléculas ndo-peptidicas, designadamente clotrimazol, um
farmaco antimicético da familia dos imidazois (Wulff et al., 2007). Um passo
importante no desenvolvimento de bloqueadores IK mais seletivos consistiu na
transformacdo da molécula de clotrimazol de forma a eliminar a sua agdo fungicida,
relacionada com a inibigdo de enzimas dependentes do citocromo P450; assim
nasceu o triarilmetano TRAM-34 (Wulff et al, 2000), que exibe uma seletividade
200 a 1500 vezes maior para canais IK relativamente a outros tipos de canais de K*
(ex: canais Kv e canais BK/SK) e a uma vasta gama de outros canais, incluindo canais
de Na*, Ca?* e TRP (Jensen et al., 2001; Wulff et al., 2007).

Sao conhecidos, para além de bloqueadores, "moduladores positivos" da
atividade dos canais IK, sendo exemplos prototipicos a etilbenzimidazolona (EBIO) e
o seu derivado 5,6-dicloro-EBIO (DCEBIO; Pedarzani & Stocker, 2008; Wulff et al.,
2007). A accao destes agentes parece envolver o desvio para menores
concentracdes da curva de ativagdo por Ca?*, traduzindo-se num aumento da
sensibilidade dos canais a Ca%* (Pedersen et al., 1999; von Hahn et al., 2001).

O primeiro estudo de correntes IK em células secretoras de insulina foi
realizado na linha celular BTC-3 e em células B porcinas (Kozak et al, 1998). A
corrente de K*, registada em células isoladas no modo de whole-cell (perforated
patch), foi evocada por despolarizacdes para potenciais que induziam o influxo de
Ca?*, apresentando uma dependéncia da voltagem em forma de sino com um
maximo a cerca de 0 mV; estas caracteristicas denotam um processo de ativacao
dependente do influxo de Ca2* por canais sensiveis a voltagem. Em conformidade, a
corrente foi bloqueada por Cd2?* e remogdo de Ca?* extracelular. A corrente revelou-
se no entanto insensivel a tetraetilamoénio, iberiotoxina e apamina, demonstrando
uma natureza diferente das correntes transportadas por canais BK ou SK. Nao
menos importante, a corrente caracterizada por Kozak e colaboradores foi inibida

por clotrimazol e exibiu uma cinética de ativacdo e desativacdo muito lenta em
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comparagdo com as correntes transportadas por canais BK ou SK (isto é, constantes

de tempo de ativagdo e desativacdo no intervalo entre 1,5 e 3 s).

Mais recentemente Dufer e colaboradores investigaram o efeito da ablagao
do gene dos canais IK na atividade elétrica da célula B-pancreatica em murganho
(Dufer et al., 2009). Verificaram que o potencial limiar dos potenciais de a¢do ficou
menos negativo e que a frequéncia de disparo aumentou, em concordancia com o
efeito de TRAM-34 em células [-pancreatica de animais controlo. Verificaram ainda
que a exposicao das células a DCEBIO hiperpolarizou a membrana, ndo sendo o
efeito observavel nos animais modificados. Muito embora o estudo apontasse para a
existéncia de canais IK funcionais em células f normais de murganho, a informagao
obtida sobre o seu possivel envolvimento na regulacio do padrao da atividade
elétrica foi incipiente, ndo se tendo procedido a andlise do efeito daquelas
intervengdes na atividade de bursting.

Em neurdnios, o processo de adaptacdo da frequéncia de disparo de
potenciais de a¢do é causado pela corrente subjacente a SAHP (Andrade et al,, 2012;
Madison & Nicoll, 1984; Madison & Nicoll, 1982). Tendo em conta que a corrente
Ksiow da célula B-pancreatica tem as caracteristicas de uma corrente sAHP, que a
corrente Ksiow é inibida por TRAM-34 e por ablacdo do gene IK (Dufer et al., 2009) e
que os bursts na célula f exibem um decaimento da frequéncia de disparo de
potenciais de acdo, um objectivo especifico do presente trabalho consistiu em
avaliar a possivel contribuicdo de canais IK para este processo de adaptacdo de
frequéncia (Capitulo 6). No mesmo capitulo foi avaliada a capacidade de a
ferramenta farmacologica utilizada para este efeito (TRAM-34) inibir a corrente IK
da célula B-pancreatica.

1.4 Objetivos do trabalho

A célula B-pancreatica expressa os varios membros da familia de canais Kca
(BK, SK e IK). A relevancia destes canais para a fisiologia da célula § ndao é bem
conhecida, devido em parte a insuficiente utilizacdo dos bloqueadores de canais

disponiveis.
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O objetivo principal deste trabalho consistiu assim em esclarecer o
envolvimento dos diferentes tipos de canais Kca nos processos de bursting e disparo
de potenciais de acao induzidos por glicose em células f, utilizando ferramentas
essencialmente farmacoldgicas e a célula 3-pancreatica de murganho como principal
modelo celular. Os registos de potencial de membrana foram obtidos em ilhéus
microdissecados estimulados com glicose.

Com vista a satisfazer este objectivo genérico foram definidos os seguintes

objectivos especificos:

1) Esclarecer o papel desempenhado pelos canais BK na atividade elétrica
oscilatdria e nos potenciais de ac¢do, utilizando um bloqueador peptidico
(caribdotoxina) e ndo-peptidico (penitrem A) dos canais, este ultimo com
uma elevada capacidade de penetragdo no tecido.

As experiéncias envolvendo caribdotoxina foram realizadas em células 3
muito superficiais. O estudo foi complementado com a analise da ac¢do de
ambos os agentes nas oscilagdes rapidas da [Ca?*];, medida
microfluorometricamente (fura-2) em ilhéus isolados enzimaticamente.

2) Proceder a avaliagao de penitrem A como bloqueador BK na célula f. Para tal
procedeu-se a compara¢do da acdo de penitrem A nas correntes de K*
com a acc¢ao de iberiotoxina, recorrendo a técnica de patch-clamp (whole-
cell) em células {3 isoladas.

O procedimento pressupdés a optimizacdo prévia das condigdes
metodoloégicas, realizada em células tumorais secretoras de insulina
(BRIN-BD11).

3) Estabelecer o papel desempenhado pelos canais SK na atividade elétrica
oscilatoria e nos potenciais de acdo, utilizando um bloqueador peptidico
(apamina) e ndo-peptidico (UCL 1684) dos canais.

4) Esclarecer o papel desempenhado pelos canais IK na atividade elétrica
oscilatoria e nos potenciais de a¢do, utilizando TRAM-34, um bloqueador
ndo-peptidico dos canais. Foi dada uma énfase especial a andlise do
processo de adaptacgdo de frequéncia de disparo ao longo do burst.

5) Proceder a avaliagdo de TRAM-34 como bloqueador IK na célula 3. Recorreu-
se para tal a andlise da sua acdo numa corrente de K* sensivel a Ca?* e a
DCEBIO (um ativador de canais IK), utilizando a técnica de patch-clamp
(whole-cell) em células 3 isoladas.

32






Capitulo 2

Material e Métodos

2.1 Preparacao do material biologico
2.2 Registo de correntes ionicas por patch-clamp
2.3 Registo intracelular de potencial de membrana

2.4 Quantificacdo da [Ca2*]; por microscopia de
fluorescéncia

2.5 Reagentes

2.6 Analise estatistica






Material e Métodos

2.1 Preparacao do material biologico

Os ilhéus de Langerhans, cujo conjunto forma o pancreas enddcrino,
encontram-se disseminados por todo o 6rgio. Sendo os ilhéus de Langerhans
estruturas em que os diferentes tipos de células que as constituem apresentam uma
distribuicdo espacial e ligacdo por gap junctions, relevantes fisiologicamente, a sua
manipulacdo requer técnicas que consigam, consoante o objetivo, isola-los
completamente do pancreas exocrino, mantendo a sua completa integridade, ou
isola-los de forma a que se mantenham firmemente agarrados a uma pequena

por¢do de pancreas exocrino que lhes sirvam de suporte.

2.1.1 Materiais e meio de cultura para isolamento de ilhéus e
células pB-pancreaticas

A maioria do material convencional de laboratério foi adquirida a VWR
International (West Chester, PA, EUA) e a Costar Corporation (Cambridge, MA, EUA).
O material estéril para cultura de células, tal como frascos de cultura e caixas de
petri, foram obtidos da Sarstedt AG&Co. (Niimbrecht, Alemanha).

As solugdes salinas foram preparadas com agua desionizada (resistividade

superior a 18 ufd.cm1).

Na Tabela 2.1 estdo descritas as solugdes para o isolamento dos ilhéus de
Langerhans. Estava sempre disponivel uma solu¢do stock com HEPES e bicarbonato,
preparada sem calcio ou magnésio (uma vez que estes catides podem precipitar com
o bicarbonato) e sem glicose, com uma concentragdo 10 vezes superior a pretendida
no final. Em cada dia de experiéncia esta solu¢do era diluida para a concentracao
pretendida, sendo CaCl, e MgCl, adicionados a partir de uma solu¢do 1 M; a glicose
também era adicionada a concentragao pretendida (Solugao I).

Para a digestdo do pancreas, utilizou-se uma mistura de colagenases A e B
conhecida como Liberase TL (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Alemanha)
(solucdo II, Tabela 2.1); a concentragdo desta solucdo foi ajustada de modo a que a

atividade enzimatica fosse suficiente para digerir o pancreas exocrino sem digerir os
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ilhéus. A reacdo era parada com solucao I suplementada com 3 % BSA (m/v)
(solucgao III, Tabela 2.1), em gelo. Tanto a temperatura como a albumina inibem a

reacdo. As solugdes I e III foram continuamente gasificadas com 95 % 02/5 % CO..

Tabela 2.1: Composi¢do das solugdes utilizadas para o isolamento dos ilhéus de Langerhans.

Solucao Composicao

(em mM): 115 NaCl; 5 KCI; 10 NaHCOs; 1,2 NaH,POg; 25
HEPES/H"; 2,56 CaCl,; 1,1 MgCl, e 11,1 glicose (pH=7,2,
ajustado com NaOH 2 M)

|
(HEPES e bicarbonato)

Il Solucdo I suplementada com stock de Liberase TL para

(Liberase TL) concentracdo final de 0,433 Wu/mL
mn . .
(% BSA) Solugdo | com 3% BSA (m/v)
v (em mM): 120 NacCl; 5 KCI; 25 NaHCOs; 2,56 CaCly; 1,1

(Krebs GO/G11/G17) MgCl, e 0, 11 ou 17 glicose

Para a dispersdao das células f-pancreaticas, os ilhéus isolados eram
colocados primeiro numa solugdio sem Ca2?* (Solugdo V, Tabela 2.2) e,
posteriormente, numa solu¢ao com tripsina 0,05 % (solugao VI), de forma a facilitar

o isolamento das células primarias.

Tabela 2.2: Composicao das solugdes utilizadas para obtencdo de células -pancreaticas isoladas.

Solugdo Composigdo
v (em mM): 112 NaCl; 4,7 KCl; 20 NaHCOs; 1,2 NaH;,P04; 1,2
(sem Ca®*) NaHSO,4; 1 EGTA; 16 HEPES/H"; 1,2 MgCl, e 11,1 glicose ( pH=7,2,
ajustado com NaOH 2 M)
Vi « N
(tripsina) Solucdo IV suplementada com 0,05 % tripsina (m/v)
vii 4 g/L RPMI 1640, 11.1 mM glicose, 25 mM NaHCO; (pH=7,3
(RPMI .
ajustado com HCL 1M)
suplementado)
VIl Solucgdo VI suplementada com 10 % FBS (v/v), 100 U/ml penicilina
(meio cultura) e 100 pg/ml streptomicina.

Tanto os ilhéus isolados como as células B-pancreaticas isoladas foram
mantidos em ambiente estéril, isto é, em meio de cultura RPMI 1640; o meio, apds
suplementacdo adequada (solugao VII, Tabela 2.2), era esterilizado com filtros de

poro 0,2 um numa camara de fluxo laminar vertical, sendo ainda adicionados ao
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meio de cultura antibioticos e soro fetal bovino previamente esterilizados (solucao
VIII, Tabela 2.2).

2.1.2 Isolamento dos ilhéus de Langerhans

Os ilhéus de Langerhans foram isolados de pancreas de murganhos fémeas,
da estirpe CD1, provenientes da Charles River Laboratories SA (Barcelona, Espanha),
por um método enzimatico inicialmente descrito por Lacy e Kostianovsky em 1967
(Lacy & Kostianovsky, 1967), mas que entretanto sofreu algumas alteragdes de
modo a aumentar a eficiéncia do isolamento (Rosario et al., 1993; Antunes et al.,
2000).

Os animais eram sacrificados por deslocamento cervical, segundo normas da
Federation for European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) e de
acordo com a portaria n? 1005792 (23 de Outubro) do Estado Portugués.
Relativamente a decapitacdo o deslocamento cervical tem a vantagem de evitar a
perda de sangue do animal, e consequente descoloracdo do pancreas, o que
impediria uma boa visualizagdo durante a sua remoc¢do. Ap6s sacrificio, os animais
eram pesados (20-40 g) e lavados, de modo a minimizar a contamina¢do do

pancreas com pélos.

Todo o processo, desde o sacrificio do animal até a remo¢do do pancreas, era
feito num curto periodo de tempo, de modo a impedir que as células entrassem em
hipdxia.

No decurso do isolamento do pancreas, e devido as reduzidas dimensoes,
recorreu-se a uma lupa estereoscopica (SMZ-2T Nikon, Japdo) com iluminagao (fibra
optica KL1500-T, Nikon, Japao).

Com o animal numa posicdo dorsal, e com o auxilio de pinga e tesoura, a
cavidade abdominal era aberta: primeiro a pele, da pubis até ao pescoco, e, com uma
segunda incisao, a parede abdominal, da pubis até ao apéndice xiféide. Os 6rgaos do
animal, agora expostos, eram regularmente humedecidos com solucao I (Tabela
2.1) mantida em gelo, de forma a evitar a sua desidratacao e baixar a temperatura. O
apéndice xiféide era removido de modo a permitir o posicionamento do figado
sobre o tdérax, sendo assim possivel visualizar o colédoco. O duodeno era também
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colocado numa posicao em que fosse possivel manter o colédoco numa posicao
rectilinea (Figura 2.1 (A)).

A terminacgdo do colédoco era em seguida estrangulada (Figura 2.1 (B)) com
um duplo né feito com fio de sutura (5-0, Goliath, USA); deste modo impedia-se que
a solucdo enzimatica, que posteriormente era inserida no colédoco, saisse para o
intestino (Figura 2.1 (C)). Logo apds as ramificacdes hepaticas, onde
posteriormente seria colocada a canula, o colédoco era rodeado por fio de sutura

com um no solto (Figura 2.1 (D)).
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Figura 2.1: Exposicdo e estrangulamento do colédoco. (A) Exposicdo da cavidade abdominal; (B)
Estrangulamento da terminac¢do do colédoco; (C) Terminagido do colédoco estrangulada com fio de
sutura ap6s procedimento em B; (D) Colocacdo de fio de sutura a rodear o colédoco abaixo das
ramificacdes hepaticas.
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Com uma tesoura oftalmolégica de pontas finas era feito um corte
transversal e parcial no colédoco (Figura 2.2 (A)), um pouco abaixo das
ramificacdes hepaticas. Era entdo colocada uma canula (forma em angulo reto)
acoplada a uma seringa que continha a solugao enzimatica (solugdo II, Tabela 2.1)
arrefecida, de forma a nao haver perda de atividade (Figura 2.2 (B)); o nd solto era
apertado a volta do colédoco e sobre a canula, para esta ficar segura e imdvel
durante o processo de injecdo de solu¢cdo no pancreas. Injetava-se um volume entre
2 e 4 ml de solucdo II (Tabela 2.1), muito lentamente, a medida que se ia tendo a
percecao de que o pancreas comecava a encher (Figura 2.2 (C)). Este processo era

dado por terminado quando todo o pancreas estivesse distendido.
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-

Figura 2.2: Etapas sucessivas até a remocdo do pancreas. (A) Corte transversal e parcial, com uma

tesoura oftalmolégica de pontas finas, do colédoco; (B) Colocagdo da canula no interior do colédoco;
(C) Enchimento do pancreas com solucdo de Liberase arrefecida; (D-E) Remoc¢do do pancreas; (F)
Pancreas removido, distendido com solugdo enzimatica.
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O pancreas era entdo dissecado separando-o dos 6rgdos (comegando pelo
intestino e prosseguindo com o estomago e bagco) e do maximo de gordura
envolvente (Figura 2.2 (D-F)). O pancreas assim removido era colocado num tubo
de Falcon de 15 ml e incubado num banho termostatizado a 37 °C, com agitacao
manual suave para ndo haver rutura mecanica (Figura 2.3 (A)).

O tempo de digestdo era variavel (entre 3 e 7 minutos), provavelmente
devido ao fato de a atividade enzimatica diminuir de forma variavel ao longo do
tempo de dissecagdo. Optou-se assim por ter em conta o aspeto visual do pancreas,
valorizando-se a separacdo de alguns fragmentos e a turbidez da solugdo. O
momento exato para parar a reacdo é muito importante porque se corre o risco de
ndo manter a integridade dos ilhéus, por rutura da capsula de colagenase; assim,
antes de se chegar a esse ponto, o tubo era imediatamente colocado em gelo e cheio
com solucdo III arrefecida (Tabela 2.1). O tubo era entdo agitado vigorosamente, a
fim de se desintegrar o pancreas por disrup¢do mecanica, e colocado em repouso até
que todo o material bioldgico sedimentasse; posteriormente era retirado o
sobrenadante com a gordura que se mantinha a superficie, utilizando uma pipeta de
Pasteur. Procedia-se a nova ressuspensdo em solucao III arrefecida (Tabela 2.1),
processo repetido duas vezes de modo a garantir-se que toda a Liberase TL era
removida. Na ultima etapa de lavagem a solugdo III (Tabela 2.1) adicionada ja se
encontrava a temperatura ambiente. Neste ponto procedia-se a pipetagem da
suspensao utilizando uma pipeta descartavel de 5 ml, de modo a desfazer o resto do
pancreas e facilitar a separacao dos ilhéus. A suspensdo resultante, contendo os
ilhéus isolados, era entdo colocada numa caixa de Petri (60 mm de diametro), a
partir da qual os ilhéus eram visualizados com a lupa e retirados. A remog¢do manual
dos ilhéus era feita com a ajuda de uma micropipeta (P20, Gilson Medical Electronics,
Franca) para novas caixas de Petri (35 mm de diametro, com solugao III, Tabela
2.1) até que fossem separados de todo o tecido exocrino. A selecdo dos ilhéus
intactos teve por base o seu aspeto morfologico, ou seja, a sua opacidade e

contornos bem definidos (ver Figura 2.3 (B)).
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Figura 2.3: Isolamento dos ilhéus de Langerhans. (A) Separac¢do dos ilhéus do tecido exdcrino por
reagdo enzimatica (liberase). Processo realizado num banho termostatizado a 37 °C e sob agitacdo
manual suave; (B) Ilhéus de Langerhans isolados visualizados a lupa.
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Apos o isolamento dos ilhéus, estes eram transferidos para uma solucdo de
“Krebs G17” (solugdo IV, Tabela 2.1) de modo a recuperarem durante cerca de 1
hora. Apds este tempo, e jA em condi¢des assépticas, eram esterilizados por
passagens sucessivas em meio de cultura esterilizado contendo RPMI 1640 (solucdo
VIII, Tabela 2.2). A partir daqui os ilhéus, mantinham sempre as condi¢oes
assépticas, independentemente de serem utilizados para colocagdo imediata em

cultura ou para obtencdo de células.

2.1.3 Dispersao e cultura de células p-pancreaticas

O isolamento de células B-pancreaticas tinha como objetivo a sua utilizagao
em experiéncias de patch-clamp. Uma vez que esta técnica requer a selagem entre
uma micropipeta e a membrana da célula, era crucial que esta estivesse o mais
limpa possivel, ou seja, livre da matriz extracelular. Assim, foi utilizado um método

de isolamento com tripsina.

Ja em condigcbes de esterilidade, os ilhéus isolados, eram transferidos para
microtubos Eppendorf contendo uma solugdo sem célcio, a temperatura ambiente
(solucdo V, Tabela 2.2), a temperatura ambiente. Eram entdo centrifugados (350 g,
2 min, 16 °C) para remover do sobrenadante algum meio que pudesse ter sido
transferido juntamente com os ilhéus. Este passo foi repetido 3 vezes para, por
diluicdes sucessivas, garantir a remoc¢dao de todo o meio de cultura original e
promover a completa substituicdo pela solugao de isolamento sem calcio. Apds a
ultima centrifugacdo, a suspensdo era homogeneizada com uma pipeta automatica
P200 e mantida a temperatura ambiente durante 8-10 minutos.

No final era adicionada uma solu¢dao com tripsina arrefecida (solugao VI,
Tabela 2.2), agitando-se manualmente durante 2 ou 3 minutos. Apds este tempo, a
suspensdo era centrifugada e procedia-se a remog¢do do sobrenadante e substituicao
por nova solugdo (solugdo VI, Tabela 2.2), agora a temperatura de 37 °C. Procedia-
se novamente a agitacdo manual até a solugdo ficar turva e sem particulas visiveis,
sinal de que os ilhéus se tinham dissociado em células isoladas.

Ja com células isoladas no microtubo procedia-se a nova centrifugacdo (350
g, 5 min a 16 °C), garantindo-se que todas as células sedimentavam; removia-se

entdo o sobrenadante e adicionava-se meio de cultura (solugdo VIII, Tabela 2.2)
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para parar a reagdo enzimatica. Apés uma nova centrifugacdo as células eram

ressuspensas em meio de cultura (usualmente cerca de 100 ul).

A fim de poderem ser utilizadas em experiéncias de patch-clamp, as células
isoladas tinham de ser fixadas num suporte, a uma densidade conhecida. Assim,
determinava-se previamente, utilizando uma camara de Neubauer, o nimero total
de células que tinham sido isoladas. O procedimento envolvia a transferéncia de 10
ul da suspensao celular para a camara de Neubauer, apds o que se contava o numero
de células presentes nos 4 cantos externos da camara, de forma a calcular o numero

total de células presentes num dado volume".

Depois de determinado o volume de suspensao celular necessario para se ter
uma densidade de cerca de 7000 células/lamela, as células eram transferidas para
lamelas de 15 mm, previamente revestidas com poli-L-lisina”. Estas foram mantidas
em ambiente controlado (37 °C, 5 % CO2) e humidade controlada numa incubadora
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) para serem utilizadas em experiéncias de patch-

clamp até 2-3 dias apo6s isolamento.

2.1.4 Linha celular BRIN-BD11

A utilizagdo de linhas celulares secretoras de insulina traz certas vantagens
comparativamente as células isoladas a partir de ilhéus de Langerhans,

nomeadamente a permanente disponibilidade para realizacdo de experiéncias.

Assim, foram desenvolvidas linhas celulares secretoras de insulina, que

inicialmente (caso das células RINm5F e HIT-T15) tinham a sua sensibilidade a

' N2 células/100 ul = 1000 * n2 médio de células por quadrado

2 0 processo de revestimento de lamelas com poli-L-lisina foi feito em condicdes assépticas, apés
lavagem das lamelas com 4gua miliQ filtrada e etanol a 95 %. Depois de estarem secas, e ja na ciAmara
de fluxo laminar, eram colocadas com uma das faces em poli-L-Lisina (0,1 mg/ml, preparada a partir
de um stock 10 mg/ml) em tampao borato (borato de sédio, 150 mM, pH 8,4) no minimo 2 horas.
Apos este tempo, as lamelas eram lavadas em 4dgua miliQ estéril, para remover os monémeros ndo
polimerizados que poderiam ser téxicos para as células, e armazenadas em caixas de Petri de 35 mm.
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glicose modificada devido a alteracdes no seu transporte e fosforilacdo (Hamid et al.,
2002).

Posteriormente foram desenvolvidas outras linhas celulares, que contundo
apresentavam algumas insuficiéncias: as células INS-1, apesar de apresentarem uma
resposta normal a glicose, requerem mercaptoetanol para a sua proliferacio em
cultura; as células MIN-6, apesar de responderem adequadamente a glicose,
apresentam alteracdes apresidveis no seu perfil de concentracdo-resposta; e as
células PTC-3 apresentam uma sensibilidade demasiado elevada a concentragdes

sub-fisioldgicas de glicose (Hamid et al.,, 2002).

O desenvolvimento de técnicas de fusdo de células in vitro proporcionou o
desenvolvimento da linha celular BRIN-BD11, por electrofusao de células 3 de rato
com a linha celular RINm5F (McClenaghan & Flatt, 1999). Comparativamente as
células RINm5F aquelas células expressam mais GLUT-2 (aumentando a sua
capacidade de transporte de glicose), e tém um conteido em insulina muito
superior. Contudo, a maior vantagem em relacdo as outras linhas celulares reside no
fato de as células BRIN-BD11 apresentarem um perfil gradativo de secrecao de
insulina em resposta a aumentos da concentracao de glicose (McClenaghan et al,
1998).

Neste trabalho foram utilizadas células BRIN-BD11 que se encontravam
congeladas em azoto liquido, entre as passagens 19 e 21 (estas células mantém-se
vidveis até a passagem 50).

Ao contrario do congelamento das células, que deve ser um processo lento
(exposi¢do a -80°C durante cerca de 24h e posterior manuteng¢ao em azoto liquido),
o descongelamento deve ser feito o mais rapidamente possivel. Assim, sempre que
se pretendia descongelar uma amostra, eram previamente colocados 20 mL de meio
de cultura (solugao VIII, Tabela 2.2) num frasco de cultura de 75 cm?, a 37 °C. O
conteudo do vial, descongelado num banho a 37 °C, era posteriormente adicionado
ao meio de cultura no frasco. Apds ressuspensao durante 2 ou 3 minutos, as células
eram observadas ao microscopio e, se se encontrassem redondas e brilhantes, era
sinal de que estavam viaveis. O frasco era mantido numa incubadora (atmosfera de
95% ar/5 % CO2 com temperatura e humidade controlada), até as células atingirem
cerca de 80 % de confluéncia, altura em que eram diluidas.
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Apés adesdo das células ao fundo do frasco o meio de cultura era mudado em
dias alternados, de modo a remover as células mortas e repor diferentes
constituintes, essenciais ao crescimento e viabilidade das células; para tal o meio de
cultura era aspirado com uma pipeta de Pasteur, apdés o que era adicionado meio de
cultura ao frasco (solugao VIII, Tabela 2.2).

Quando as células se encontravam praticamente confluentes, ou seja, quando
ocupavam cerca de 80 % do fundo do frasco, eram diluidas para uma densidade de
cerca de 20 000 células/frasco, contando este processo como uma nova passagem
das células. O meio era removido, apés o que as células eram lavadas com 5 ml de
tampao PBS (solucdo IX, Tabela 2.3) para remover as proteinas do soro e
destacadas com 2 ml de solugdo de versénio (solucdo X, Tabela 2.3) durante cerca
de 2-3 minutos na incubadora com esta solu¢do (para facilitar o desprendimento
das células provocava-se ocasionalmente alguma trepidagdo nos frascos). No
seguimento deste processo ja era possivel observar ao microscépio células redondas
e brilhantes em suspensdo, as quais eram adicionados 5 ml de meio de cultura.
Retirava-se em seguida uma amostra de 10 uL para a contagem de células na camara
de Neubauer. Depois de calculada a densidade de células na suspensdo, era
determinado o volume a retirar para um novo frasco de cultura de 75 cm? com 15
ml de meio de cultura (solucdo VIII, Tabela 2.2), de modo a atingir-se a densidade

de cerca de 20 000 células/frasco.

Tabela 2.3: Solugdes utilizadas para lavagem e destacamento das células BRIN-BD11.

Solucdo Composicado
IX (em mM): 137 NaCl; 2,7 KCI; 1,8 KH,PO4; 10,1 Na,HPO,4 (pH=7,4
(Tamp3o PBS) ajustado com NaOH 2 M)
X (em mM): 135 NaCl; 2,5 KCI; 1,5 KH,PO4; 8,0 Na,HPOg4; 0,5 EDTA,;
(Versénio) 0,004ppm vermelho fenol (pH=7,3 ajustado com NaOH 2 M)

A fixacdo de células em lamelas previamente revestidas com poli-L-lisina,
para posterior utilizacdo em experiéncias de patch-clamp, era efetuada a uma
densidade de cerca de 7000 células/lamela. De forma a fazer com que o volume da
suspensdo celular a colocar nas lamelas fosse significativo, a 2 ml da suspensdo
adicionava-se a 8 ml de meio de cultura (solucdo VIII, Tabela 2.2), perfazendo-se
um total de 10 ml; apds esta diluicao, eram tipicamente colocados entre 12 e 20 uL

de suspensao em cada lamela.
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Uma vez que esta linha celular apenas se mantém viavel até as passagens 45-
50, quando se atingia este ponto era necessario descongelar uma nova amostra de
células. Como tal, houve sempre o cuidado de voltar a congelar cerca de 10 novas
amostras por cada uma que se descongelava, de modo a manter um stock razoavel
de células congeladas em azoto liquido. O meio de congelacao (80 % de meio de
cultura, 10 % de soro fetal bovino e 10 % DMSO) era preparado tendo em conta o
numero total de amostras a congelar (em cada vial era colocado 1 mL de suspensado
celular). Para o processo de congelamento, as células eram destacadas, e
ressuspensas em tubos Falcon com 15 mL de meio de cultura (solucdo VIII, Tabela
2.2); apo6s centrifugacdo durante 4 min a 4000 g, o sobrenadante era removido e as
células ressuspensas em meio de congelamento ainda sem DMSO a 10%. S6 ap6s os
vials estarem todos identificados (nome da linha celular, data, nimero de passagem,
nome do experimentador) é que o DMSO era adicionado ao frasco, de modo a
minimizar o tempo de contacto com as células. Depois de se ter efetuado a adigao de
DMSO era colocado rapidamente 1 mL de suspensdo em cada vial, sendo estes
colocados de imediato no Mr. Frosty3 - 80 °C.

2.1.5 Microdissec¢do do ilhéu de Langerhans

Os ilhéus de Langerhans foram microdissecados a partir de pancreas de
murganhos fémea da estirpe CD1. Apds sacrificio por deslocamento cervical, o
animal era pesado (20 - 40 g) e colocado em posicdo, apés o que era feita uma
incisdo no abdémen para expor os 6rgaos. O pancreas era removido juntamente com
o bago que servia para orientacdo e suporte, uma vez que ao longo de todo o
processo nunca deveria tocar-se o pancreas com as pingas (a fim de ndo ocorrer
danificacdo do tecido). Os dois 6rgios eram entdo transferidos para um recipiente*
que continha solug¢ao IV com 11 mM glicose (Tabela 2.1) a temperatura ambiente.

Com a ajuda de alfinetes, o pancreas era fixado e ligeiramente esticado (Figura 2.4

3 Utilizado para criopreservacao celular; contém 100 % de alcool isopropilico, permitindo que o
congelamento se processe lentamente, uma vez que a diminuicdo de temperatura ocorre a -1
°C/minuto.

* Recipiente de vidro onde era colocada uma mistura de cera e carvio. Deste modo era possivel fixar
0 pancreas com a ajuda de alfinetes e por outro lado tinhamos um fundo preto de modo a haver
contraste para visualizarmos os ilhéus na altura da microdissec¢ao.
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(A)). Apos visualizagdo, era escolhido um ilhéu bem isolado de outros e com algum

tecido exdcrino a volta.

Na grande maioria dos casos foi necessario expor o topo do ilhéu, que
também continha tecido ex6crino, ao mesmo tempo que o ilhéu era microdissecado
com algum tecido exdcrino a sua volta; isto porque, por um lado era necessario que
o acesso ao ilhéu estivesse desimpedido para poder ocorrer a penetracdo pelo
elétrodo e porque, por outro, era necessario algum tecido exdcrino para fixar o ilhéu
na camara de perfusdo com alfinetes entomoldgicos (Figura 2.4 (B)). Todo o
procedimento de microdisse¢do foi realizado com a ajuda de uma lupa e de um
iluminador de fibra 6tica (WILD HEERBRUGG e Alpha-1501,respectivamente).
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Figura 2.4: [lhéus de Langerhans visualizados a lupa. (A) Pancreas e bago distendidos sobre uma
superficie preta para criar contraste, visualizados através de uma lupa com amplificacdo de 60x; (B)
[lhéu microdissecado e colocado na camara de perfusdo, ancorado com 4 alfinetes entomoldgicos
inseridos no tecido exdcrino adjacente. Visualizacdo através de uma lupa com amplificacdo de 500x.
Na perpendicular ao ilhéu é possivel observar o microelétrodo. A seta vermelha aponta para o ilhéu.
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2.2 Registo de correntes ionicas por patch-clamp

A técnica de patch-clamp é uma ferramenta muito poderosa nas ciéncias
biologicas. Em 1991, Neher e Sakmann receberam o prémio Nobel da Fisiologia ou
Medicina por desenvolverem a técnica de patch-clamp (Hamill et al., 1981).

A introducdo desta técnica teve grandes implicagbes nos estudos
eletrofisiolégicos: primeiro, porque permitiu que se medissem correntes através de
um sé canal i6nico (correntes unitarias), permitindo assim a realiza¢do de estudos
de permeabilidade, cinética, farmacologia e modulacdo; e segundo, porque tornou
possivel que mais tipos celulares pudessem ser estudados por voltage-clamp, o que
até entdo, ndo era possivel, pois as técnicas convencionais implicavam a introdug¢ao

de dois microelétrodos em cada célula (Hamill et al., 1981).

2.2.1 Solugobes

Todas as solugdes foram preparadas com agua desionizada, com uma

resistividade superior a 18 pf).cm1.

Foram utilizadas diferentes solu¢des intra e extracelulares, dependendo do
objetivo de cada estudo. A composicdo destas solucdes encontra-se descrita na
Tabela 2.4.

Em cada dia de experiéncia, todas as solu¢des a utilizar eram filtradas
utilizando filtros de 0,2 um, de forma a impedir a presenca de detritos e,
consequentemente, a promover a estabilidade da selagem e o ndo entupimento da

pipeta ou das tubagens de perfusao.
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Tabela 2.4: Composicdo das solugdes utilizados em registos de patch-clamp.

Solucdo Composicao [Ca®™]; livre
(em mM): 125 KCl; 1 MgCl,; 2 CaCly; 10
EGTA; 5 HEPES; pH 7,15 ajustado com

KOH 2M (para 100 mL de solugdo adicionado
340 ul de KOH)

(em mM): 10 KCl; 10 NaCl; 70 K,SOq4; 4
MgCl,; 2 CaCly; 10 EGTA; 5 HEPES; pH

7,15 ajustado com KOH 2M (para 100 mL
Intracelular de solugdo adicionado 350 ulL de KOH)

(em mM): 10 KCl; 10 NaCl; 70 K;SOg4; 1
MgCl,; 2 CaCly; 5 EGTA; 10 HEPES; pH
7,15 ajustado com KOH 2M (para 100 mL
de solugdo adicionado 410 ulL de KOH)

(em mM): 10 KCI; 70 K,SO4; 1 CaCly; 1
EGTA; 10 HEPES; pH 7,15 ajustado com
KOH 2M (para 100mL de solucdo adicionado
190 ulL de KOH)

(em mM): 5,6 KCl; 138 NaCl; 1,2 MgCly;
2,6 CaCl,; 5 HEPES; pH 7,4 ajustado
com NaOH 2M (para 100mL de solug3o
adicionado 105 uL de NaOH)

(em mM): 5 KCI; 140 NaCl; 1,2 MgCl;
2,6 CaCl,; 10 HEPES; pH 7,4 ajustado

Extracelular F -
com NaOH 2M (para 500mL de soluc¢do

adicionado 1060 uL de NaOH)
(em mM): 150 KCl; 1,2 MgCl,; 2,6 CaCly;
10 HEPES; pH 7,4 ajustado com NaOH 2

M (para 250 mL de solugdo adicionado 510 uL
de NaOH)

88 nM

88 nM

230 nM

19 uM

A solucio extracelular foram adicionadas diferentes toxinas e/ou farmacos,
dependendo do objetivo do estudo. Estes eram adicionados apenas no dia da
experiéncia, tendo-se sempre preparado a “solucdo teste” a partir da “solugdo
controlo”, de modo a que a diferenca entre as duas solugcdes fosse apenas o

farmaco/toxina em estudo.
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Quando se efetuaram registos no modo perforated-patch, eram sempre
preparadas solucdes de anfotericina B> (BIOTREND Chemikalien GmbH, Colénia,
Alemanha). Estas solugdes foram preparadas adicionando anfotericina B a uma das
“solucdes intracelulares” da Tabela 2.4 a partir de um stock de 40 mg/ml. A
preparacao adequada deste stock revelou-se crucial para o bom funcionamento da
técnica. Assim, a anfotericina B era dissolvida em DMSO, agitada durante 1 min num
vortex e sonicada durante 2 ou 3 minutos; o produto era manipulado com protecao
da luz e armazenado imediatamente num congelador a -20 °C.

Quando era preparada solugdo de trabalho contendo anfotericina B, uma
amostra de stock era sempre homogeneizada por pipetagem até se observar que
nenhum composto permanecia aderente a ponta da pipeta. A amostra de stock era
mantida até 1 semana a -20 °C. Sempre que nova solucdo de trabalho era preparada,

tanto esta como o stock de anfotericina B eram devidamente agitados e sonicados.

2.2.2 A técnica de Patch-clamp

Selagem

A principal razdo pela qual é possivel obter registos de correntes unitarias
com a técnica de patch-clamp é a elevada resisténcia que se forma entre a ponta da
pipeta e a membrana celular, que nao sé reduz a corrente de fuga como o ruido
basal.

Para se obter uma selagem de elevada resisténcia é necessario ter em
atencao algumas condi¢des experimentais: primeiro, a membrana das células deve
estar perfeitamente limpa de detritos e de matriz extracelular, o que implica que,
quando se utilizam células de culturas primarias estas sejam tratadas
enzimaticamente com tripsina; segundo, as solugdes utilizadas devem estar livres de
residuos, o que requer a sua filtragdo diaria utilizando filtros de 0,2 wm; terceiro,
logo depois da lamela com as células aderidas ser retirada do meio de cultura deve
proceder-se 4 sua colocacdo em solugdo extracelular antes de ser colocada na
camara de perfusao, de modo a remover vestigios de soro e meio de cultura; quarto,
a ponta da pipeta deve estar perfeitamente limpa, o que é conseguido ndo s6 pela
limpeza da pipeta com acido nitrico e etanol, como também pelo polimento da ponta

5 s . . . .
Antifingico produzido por culturas de actinomicetos Streptomyces nodosus que forma poros na
membrana, aumentando a permeabilidade desta a pequenas moléculas e ides.
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da pipeta (fire-polishing) apds esta ter sido estirada; e, por ultimo, antes de a pipeta
entrar na solu¢do do banho, deve ser aplicada uma ligeira pressao positiva a solugao
da pipeta para gerar um pequeno fluxo de saida que impecga que eventuais detritos
entrem em contacto com a ponta da pipeta.

Os passos prévios a selagem da ponta da pipeta com a membrana celular
consistiam na escolha da célula, na coloca¢do da pipeta no suporte e na aplicacdo de
uma pressdo positiva a solugao da pipeta para garantir que esta seja mantida limpa

quando entra em contacto com a célula.

Apos imersdo da ponta da pipeta no banho, a linha de base era ajustada a
zero pelo offset do amplificador. O passo seguinte consistia em medir a resisténcia
da pipeta (Rpip), tendo em conta a corrente gerada em resposta a um pulso de
potencial teste (5 mV). Pela Lei de Ohm, esperar-se-ia obter uma resisténcia Rpip =
(5x10-3)/(ix10-12) V/A = (5/1)x10° Q = 5000/i M(), em que i é expressa em pA. A
corrente i, dada pela deflexdo de potencial observada no osciloscépio, determina-se
conhecendo o ganho total do sistema of (em mV/pA), em que a é o ganho do
amplificador (normalmente fixado em 10) e 3 o ganho do pré-amplificador (pré-
definido em 0,1). Ou seja, se a deflexdo observada fosse AV (em mV), a corrente i
seria af3AV = AV (em pA) e a resisténcia da pipeta seria simplesmente dada por Rpip
=5000/AV (em MQ).

O circuito utilizado para produzir o pulso teste é pois utilizado para
monitorizar a resisténcia elétrica da pipeta, simplesmente por observacdo da
resposta obtida no osciloscopio, uma vez que a resposta 6hmica é proporcional ao
pulso teste aplicado. Trata-se também de um componente do sistema muito
importante para detetar algum problema com a pipeta ou para monitorizar a
selagem desta com a membrana da célula. Varias situagdes podem acontecer: por
exemplo, se a ponta da pipeta entupisse parcialmente, a resisténcia aumentaria, o
que se traduziria numa diminuicdo na amplitude da resposta; se a deflexdo de
potencial ndo aumentasse em resposta ao pulso teste quando a pipeta entrasse em
contacto com o banho, poderia acontecer que a solucdo intracelular nao estivesse
em contacto com o elétrodo. Por outro lado, o processo de obtencdo da selagem
monitorizado com o auxilio do pulso teste, ou seja, quando a pipeta tocava na célula
observava-se uma diminuicao na resposta, ja que a resisténcia aumentava. Se por

alguma razao a amplitude da resposta ao pulso teste aumentasse apos ter
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diminuido, a hipdtese de obter uma selagem de elevada resisténcia seria
praticamente nula, uma vez que a ponta da pipeta ja estaria contaminada com

material celular, quando tocasse novamente na membrana.

Depois de determinada a resisténcia da pipeta, esta era aproximada da célula
com o macromanipulador; o plano focal da objetiva do microscépio era colocado
acima da célula e, ao mesmo tempo que se ia baixando a pipeta, baixava-se também
o plano focal até fazer coincidir a focagem da célula com a da ponta da pipeta. Neste
momento, o microscopio era alterado para alta magnificagcdo e a aproximacao final
da pipeta a célula era feita por controlo fino com recurso a um micromanipulador
hidraulico. Quando a pipeta tocava na célula era observada uma depressao na sua
superficie e a resposta ao pulso teste obtida no osciloscépio tornava-se cada vez
menor (resultado de ter ocorrido um aumento da resisténcia). A partir deste
momento, a pipeta ja ndo era movida e a pressdo positiva era retirada. A formacgao
da selagem de elevada resisténcia por vezes ocorria espontaneamente, mas na
maioria dos casos este processo levava algum tempo sendo entao aplicada sucgdo
(pressdo negativa) a pipeta recorrendo ao mesmo sistema que era utilizado para
aplicar pressao positiva.

No decorrer da selagem era também aplicado um potencial de holding de
-70mV a pipeta; este potencial aproximava-se do potencial de repouso da célula pelo

que, apds ruptura da membrana, ndo ocorriam variagdes bruscas de potencial.

Em experiéncias bem sucedidas as selagens obtidas tinham sempre elevada
resisténcia (nunca inferior a 2-10 GQ), que era confirmada pela resposta ao pulso

teste monitorizada no osciloscopio.

Todo o processo de selagem era feito com a perfusdo ligada, embora nao
incidindo diretamente na célula. Depois de se ter obtido uma selagem adequada a
perfusdo era entdo direcionada para a célula, com “solu¢ao controlo” a fluir.
Garantia-se assim que o sistema de perfusdo ndo causava disrup¢do mecanica da

selagem, ja que o fluxo na camara era constante.
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Configuracées de whole-cell

Registo convencional

Apés obtencao de uma selagem de elevada resisténcia, estavam reunidas as
condigdes para atingir a configura¢do de whole-cell da técnica de patch-clamp.

Comecava-se por aplicar um pequeno pulso retangular de potencial,
verificando-se o aparecimento de uma corrente que fluia para a capacidade da
pipeta durante a transicdo entre os dois potenciais. Geravam-se assim transientes
capacitivos rapidos, visualizaveis no inicio e fim do pulso. E possivel reduzir
substancialmente ou mesmo suprimir estes transientes introduzindo uma corrente
capacitiva apropriada na entrada do amplificador de feedback do pré-amplificador,
utilizando o comando de compensacdo da capacidade da pipeta ("pipette
capacitance compensation", ver a frente) no amplificador de patch-clamp.

Com os transientes capacitivos cancelados era entdo aplicada uma leve e
subita suc¢do a pipeta, de modo a provocar o rompimento da membrana. Quando,
por observacdo no osciloscopio os transientes capacitivos reapareciam e assumiam
dimensoes consideraveis, concluia-se que a sucgdo tinha sido efetiva em provocar o
rompimento da membrana. De fato, neste momento o interior da pipeta estaria em
continuidade elétrica com o interior da célula e os transientes capacitivos

observados deveriam representar a capacidade da membrana celular (ver a frente).

Na configuracdo de registo de whole-cell o potencial de membrana é
controlado pelo potencial aplicado ao elétrodo da pipeta. O controlo deste potencial
ndo é completo, dependendo do valor da resisténcia de acesso entre o eléctrodo e o
interior celular, bem como da amplitude das correntes que fluem através desta
resisténcia. Esta resisténcia de acesso é designada por resisténcia em série (Rs), uma
vez que constitui uma resisténcia em série com a membrana. Uma parte da
resisténcia esta associada a propria pipeta, muito embora a maior parte derive da
resisténcia residual oferecida pelo patch fragmentado da membrana, que
proporciona o acesso elétrico ao interior celular. Muitas vezes Rs é suficientemente
grande de forma a causar erros significativos no potencial registado em voltage-
clamping. Desta forma, Rs deve ser compensada eletronicamente ou, pelo menos,
determinada de forma a poder demonstrar-se que contribui pouco
significativamente para o potencial registado.
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No presente trabalho, obtiveram-se tipicamente valores de Rs
inferiores a 10 MQ (para o método de célculo ver texto mais a frente). Uma vez que
as correntes maximas registadas foram da ordem de magnitude de 1000 pA ou
menos, o erro resultante da queda de potencial através de Rs pode ser estimado
como sendo < 10 mV. Nao foram consideradas experiéncias em que Rs aumentou

significativamente (> 10%).

Perforated-patch

Na configuragcdo descrita anteriormente, a solucdao colocada na pipeta
(solucdo intracelular) diluia o contetido celular. Para evitar o efeito indesejado que
este processo de dialise pode acarretar, nalgumas experiéncias optou-se pela

configuracdo perforated-patch.

A configuragdo perforated-patch envolve o uso de substancias inseridas na
pipeta que, ao entrarem em contacto com a membrana celular, criam poros
permeaveis a pequenas moléculas e ides, mas nao a macromoléculas. Neste trabalho

utilizou-se anfotericina B, preparada de acordo com o descrito na sec¢do 2.2.1.

A preparacao da pipeta envolvia, em primeiro lugar, o enchimento pela ponta
com solucdo sem anfotericina B (por capilaridade); procedia-se em seguida ao
enchimento pelo topo com a mesma solugdo, mas contendo agora o agente
permeabilizante a concentracdo desejada (ver secgdo 2.2.4).

Depois de se obter uma selagem de elevada resisténcia os transientes
capacitivos demoravam algum tempo a aumentar, indicando que os poros ja se
tinham formado e que era possivel comecgar a registar correntes idnicas. Este tempo
de laténcia, que por razdes praticas ndo deveria exceder cerca de 15 minutos,
refletia provavelmente o tempo que anfotericina B demorava a atingir a ponta da
pipeta por difusdo. A reducao deste tempo implicava aumentar a concentracdo de
anfotericina B na solu¢do da pipeta; verificou-se, no entanto, que o aumento da
concentracao aumentava a probabilidade de se perder a selagem. Finalmente optou-
se por utilizar uma concentracdo de 180 pg/mL, o que permitiu assegurar a
estabilidade da selagem, ao mesmo tempo que proporcionava resisténcias de acesso
s6 um pouco mais elevadas do que as obtidas na configuracao convencional de

whole-cell.
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2.2.3 Montagem experimental

A técnica de patch-clamp envolve a utilizacdo de diferentes componentes
instrumentais, como se pode observar pela imagem da Figura 2.5. Apesar de na
imagem ndo ser visivel toda a instrumenta¢do que faz parte do setup, alguns

componentes serdo considerados mais a frente.

Estabilidade e ruido

A natureza das medi¢oes feitas em patch-clamp torna indispensavel que se
isolem as vibragdes e o ruido, de modo a garantir que a selagem entre a pipeta e a
membrana celular seja estavel, bem como maximizar a estabilidade das correntes

registadas, com uma razao sinal/ruido elevada.

As vibragoes foram minimizadas através da utilizagio de uma mesa
hidraulica anti-vibratéria (Technical Manufacturing Corporation, Peabody, MA,
USA), onde o microscépio, o pré-amplificador e os micromanipuladores foram
colocados.

Existem dois tipos de ruido: o ruido externo, que provém de fontes
eletromagnéticas que se encontram proximas da montagem, e o ruido interno,
inerente a selagem e ao sistema de registo em si.

Para reduzir interferéncias eletromagnéticas, a maior parte da
instrumentacgao esta colocada no interior de uma gaiola de Faraday, que é montada
de maneira a ndo tocar na mesa flutuante ou em qualquer outro componente, nao
transmitindo vibrag¢des; como a gaiola é aberta num dos lados, de modo a permitir o
acesso ao microscopio, era colocada em frente a camara de perfusdao uma pequena
malha condutora idéntica a utilizada na gaiola de Faraday. Adicionalmente, todos os

componentes metdalicos estavam ligados a terra num ponto comum do amplificador.
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Figura 2.5: Imagem do setup de patch-clamp.
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Amplificador e pré-amplificador

O amplificador utilizado no presente trabalho (Axopatch 200A Patch Clamp,
Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) dispde dos varios recursos que
permitem que diferentes comandos sejam aplicados a célula. Faz-se em seguida
referéncia aos varios comandos disponiveis que foram consistentemente utilizados,

numa perspectiva operacional.

0 comando “offset control” permite ajustar o sinal de corrente a zero quando
o circuito elétrico entre o banho e a pipeta é fechado, isto é, apds a ponta da pipeta
ser submersa na solugdo de perfusao.

O comando “holding potential” permite definir o potencial de holding (V)

antes de se estabelecer o protocolo de pulsos de potencial (o valor de Vi relativo ao

protocolo de pulsos é definido por software).

O comando “low pass Bessel filter” permite eliminar o ruido de alta frequéncia

do sinal, utilizando um filtro Bessel passa-baixas (low pass) de quatro polos com
cinco frequéncias de corte. Em regra foi seleccionada a frequéncia de corte de 5 kHz.

Tal como referido anteriormente, o comando “pipette capacitance

compensation” é utilizado para compensar os transientes capacitivos relacionados
com a pipeta antes da entrada em modo de whole-cell.

Estes transientes capacitivos dependem das constantes de tempo da pipeta,
considerada como tendo carateristicas de condensador. O comando permite
cancelar os componentes mais rapidos (FAST, valores mais baixos da constante de
tempo) e mais lentos (SLOW, valores mais baixos da constante de tempo) dos
transientes capacitivos, utilizando controlos para a magnitude e constante de

tempo.
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A importancia desta compensacdo prende-se com a possibilidade de, numa
fase posterior, se poder determinar a capacidade da membrana e a resisténcia em
série, sem ter em conta a constante de tempo da pipeta.

O comando “zap” pode ser utilizado em alternativa ao sistema de sucg¢ao
(seringa acoplada a um tubo que se encontrava ligado ao suporte da pipeta), para
romper o patch de membrana e entrar na configuracdo de whole-cell depois de
obtida a selagem de elevada resisténcia. O comando é responsavel pela injecdo no
patch de uma corrente DC (1,3 V) durante um tempo pré-definido (0,5-50 ms),
podendo ainda ser utilizado no modo manual. A aplicagdo da corrente causa
frequentemente a quebra dielétrica da membrana.

Nos estudos realizados com a linha celular BRIN-BD11 optou-se sempre por
aplicar suc¢ao com a seringa, ja que das poucas vezes que o comando “zap” foi
utilizado era notoério que a resisténcia da selagem ou diminuia ou ficava bastante
instavel. Ja no caso das células primarias, que apresentam uma membrana mais

dificil de romper, este controlo era aplicado conjuntamente com a sucgao.

O comando “output gain” permite definir o ganho do amplificador «,
anteriormente considerado para o calculo da resisténcia da pipeta. Juntamente com
o ganho do pré-amplificador determina a amplificagdo do sinal de corrente e,

portanto, a amplitude maxima da corrente que é possivel registar.

O pré-amplificador (Axon Instruments 202A) encontra-se colocado na
platina do microscépio, estabelecendo a conexdo entre a pipeta de patch e o
amplificador. Trata-se de um conversor de corrente em voltagem, em que o
elemento principal é um amplificador operacional cuja fungdo é fazer com que o
potencial da pipeta (que alimenta a entrada negativa do amplificador) siga o
potencial aplicado (ou comando, que alimenta a entrada positiva). Para tal é injetada
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na pipeta, através de uma elevada resisténcia de feedback (50 MQ), a corrente

necessaria para anular a diferenca entre os dois potenciais.

Microscépio

Na técnica de patch-clamp podem ser utilizados dois tipos de microscépios,
dependendo da natureza da preparacao celular utilizada. Fatias de tecido requerem
o uso de microscopios em que as objetivas estdo colocadas acima da preparacao,
enquanto que para células isoladas se utilizam microscépios invertidos, isto é, com
as objetivas abaixo da preparacgdo. Esta ultima configuracdo deixa mais espaco livre
para manipular a pipeta.

Uma vez que neste trabalho foram utilizadas células isoladas, utilizou-se um
microscépio invertido (Diaphot-TMD, Nikon Corporation, Japdo) com uma éptica de
contraste de fase, para dar algum brilho as células, sendo assim possivel visualizar a
membrana e o citoplasma destas.

Neste tipo de microscépio, a preparagdo celular (que é previamente fixada
numa lamela e, posteriormente, disposta numa camara proépria para o efeito) é
colocada na plataforma do microscépio, que nao é médvel na direccdo vertical.
Quando a focagem era alterada apenas se movia a objetiva e ndo a preparacdo em si,
para evitar que esta colidisse com a pipeta.

Micromanipuladores

Os movimentos da pipeta tém de ser muito precisos e estaveis para que a
aproximacdo a célula ocorra sem problemas. Para tal, utilizou-se um
micromanipulador hidraulico que permite movimentos ao longo dos trés eixos.

O micromanipulador hidraulico utilizado (MHW-3, Narishige Scientific
Instrument Lab, Japdo) estava montado dentro da gaiola de Faraday, fixado a torre
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do microscopio. Esta disposicdo permite diminuir as vibragdes. O pré-amplificador,

por sua vez, estava colocado no micromanipulador para reduzir a distancia a célula.

Ap6és visualizacao da pipeta e da célula no mesmo plano de focagem, com a
ajuda dos movimentos grosseiros do micromanipulador, as aproximacgdes
subsequentes eram realizadas com o controlador remoto, dos movimentos finos do
micromanipulador, colocado fora da mesa pneumadtica para evitar formacdo de

vibragdes a preparacao.

Osciloscopio

A utilizacao de um osciloscépio (digital storage oscilloscope Tektronix 2201,
Tektronix Inc., USA) foi fundamental para monitorizar o progresso da selagem e a
qualidade do registo. Basicamente, desde que a pipeta era submersa no banho até
que a selagem estava formada e se comegavam a registar as correntes, tudo era
controlado no osciloscépio: levar a zero o potencial da pipeta; medir a sua
resisténcia depois de estabelecer selagem com a membrana da célula; e, finalmente,

proceder a compensacao dos transientes capacitivos.
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2.2.4 Micropipetas

Micropipeta é o termo vulgarmente atribuido ao capilar de vidro estirado,
onde é colocado o fio de prata cloretado. Este entra em contacto com a solugdo da
pipeta, estabelecendo-se assim o contacto elétrico.

Estiramento das micropipetas

As pipetas foram estiradas a partir de capilares de vidro (Harvard Apparatus
Ltd, Kent, Inglaterra). O vidro utilizado de borosilicato, tinha um diametro interno
de 1,17 mm e um didmetro externo de 1,5 mm; este capilares possuiam filamento
interno para facilitar o enchimento da pipeta por capilaridade, e impedir a formagao
de bolhas.

Antes de se proceder ao estiramento os capilares de vidro foram limpos,
colocados durante a noite em acido nitrico diluido (50/50 v/v), passados
abundantemente por dgua miliQ filtrada e por ultimo colocados em etanol a 95 %
filtrado; depois de secos na estufa estavam prontos para serem utilizados.

Imediatamente antes de se estirar uma nova pipeta, eram ainda removidas
possiveis deposicoes de gordura dos dedos e alguma sujidade que se pudesse ter
alojado no interior do capilar, limpando-se o exterior com papel humedecido com
alcool e fazendo-se passar etanol a 95 % filtrado pelo seu interior; depois de estar
completamente seco (com a ajuda de ar quente) o capilar era colocado no estirador
de pipetas (Flaming/Brown P-87, Sutter Instrument Co., USA), onde era sujeito a um
ciclo de trés etapas de aquecimento e arrefecimento, obtendo-se assim duas

micropipetas idénticas com cerca de 1-2 um de diametro de ponta.
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O estiramento do capilar pode deixar algumas irregularidades na ponta da
micropipeta que, com polimento, sdo eliminadas. Embora ndo seja essencial para se
conseguir uma boa selagem, promove selagens com resisténcias acima dos 10 GQ na

maioria dos casos.

A microforja contém um filamento de platina que se torna incandescente por
aplicacao de corrente, podendo ser utilizado para fundir parcialmente o vidro na
ponta da pipeta, eliminando as referidas irregularidades. A fim de evitar a deposi¢do
do metal evaporado na ponta da pipeta, o filamento de platina era regularmente

revestido com vidro.

Apods o estiramento da pipeta, esta era colocada num suporte e posicionada
recorrendo ao micromanipulador acoplado a microforja (CPM-2, ALA Scientific
Instruments Inc., NY, USA). Utilizando a objetiva de menor ampliacdo (100x), a
pipeta e o filamento de platina eram colocados no centro do campo visual, frente a
frente. Utilizando uma objetiva com maior ampliacao (400x), e com a pipeta e o
filamento ajustados no mesmo plano horizontal a corrente aplicada ao filamento era
entdo aumentada até a incandescéncia e até que se observasse uma pequena
diminuicdo na abertura da ponta da pipeta (o que poderia demorar alguns
segundos); o polimento era entdo parado, procedendo-se ao revestimento da pipeta

com Sylgard e ao seu enchimento com a solucao intracelular.

Revestimento com Sylgard

A ponta da pipeta, quando colocada em solucdo, tem a capacidade de
armazenar cargas, funcionando como um condensador; dai ser aconselhavel
proceder-se a reducdo da sua capacidade. Como o valor da capacidade aumenta com
a porcao da pipeta que é imersa em solugdo, a altura da solu¢do na camara foi
mantida em cerca de 2 mm. No entanto, hd sempre um filme de solucdo que sobe
pela parede exterior da pipeta, aumentando muito a capacidade e o ruido elétrico.

No sentido de evitar o contacto do vidro com a solucdo, a pipeta era revestida
com silicone (Sylgard, Dow Corning Corporation, USA). Esta substancia hidrofébica
para além de reduzir o ruido, aumenta muito a espessura da parede da ponta da
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pipeta, diminuindo portanto a sua capacidade. Depois de o capilar ser estirado, a
silicone era colocada junto a ponta da pipeta e curada, com uma fonte de calor,

havendo sempre o cuidado que nao obstruisse a ponta.

Enchimento das micropipetas

No caso de pipetas preparadas para registos de correntes na configuracdo
whole-cell, o capilar era provido de um filamento no seu interior e o enchimento com
solucdo era exclusivamente realizado por backfilling (isto é, introduzindo a solucdo
através da parte superior da pipeta utilizando uma seringa). No caso de pipetas
preparadas para registos no modo de perforated patch, o enchimento foi realizado
de forma diferente: (i) a ponta da pipeta era previamente inserida num tubo
Eppendorf contendo a solugdo intracelular sem anfotericina B, a fim de promover o
seu enchimento por capilaridade; (ii) apds um curto periodo de tempo (cerca de 5 a
10 segundos), procedia-se ao enchimento da pipeta pelo topo utilizando uma
seringa contendo solucdo intracelular e anfotericina B (evitava-se desta forma a
introducdo inicial na ponta da pipeta de uma grande quantidade de solucdo sem
anfotericina B, o que resultaria num aumento do seu tempo de difusdo e num atraso

impraticavel na permeabilizacao do patch).

Todas as solugdes eram filtradas no proéprio dia de utilizagao.

Conex3o da pipeta ao sistema

O suporte da pipeta (holder HL-1-17, Axon Instruments, Inc.), feito em
policarbonato, para além de garantir a estabilidade necessaria, estabelece a conexao
com um tubo que esta ligado a uma seringa, de forma a permitir a aplicacdo da
pressao positiva ou negativa ao interior da pipeta. O suporte da pipeta tem inserido
um fio de prata cloretado, que em contacto com a solucdo intracelular forma um
elétrodo de Ag/AgCl.

65



Material e Métodos

A pipeta foi cheia apenas com a quantidade de solu¢do necessaria para que o

fio de prata cloretado ficasse imerso na solugao.

2.2.5 Sistema de perifusao

As solugdes eram aplicadas através de um sistema de perifusdo (Six channel
perfusion valve control system VC-77SP e Perfusion Fast-step SF-77B, Warner
Instrumens Co.). Este sistema permite um fluxo constante (0,3 mL/min) controlado
por gravidade, bem como uma troca muito rapida® de solugdes aplicadas na
proximidade da célula, possibilitando assim a obteng¢do de respostas muito rapidas.
A troca da solugao perfundida consistia em mover um capilar de trés vias localizado
na proximidade da célula, de forma a que a boca de uma das vias do capilar por onde
saia a solucdo desejada banhasse diretamente a célula.

Na camara de perifusdo (Round coverslip chamber, model RC-25F, Warner
Instrumens Co., USA), onde é colocada a lamela com as células isoladas, o nivel da
solucdo foi mantido baixo por aspiracao da solucdo a uma velocidade constante
utilizando uma bomba peristaltica (Gilson, Inc., Middleton, USA), localizada longe do

sistema de registo.

2.2.6 Aquisicao e analise de dados

As correntes foram armazenadas num computador através de uma interface
Digidata 1200 Interface (Axon Instruments, Inc.).

6 ~ . .

Quando a troca de solucdo ocorre entre 2 dos 3 capilares acoplados e movidos por um motor, a
mudanca de solu¢do perfundida levava apenas 5 ms; se a troca fosse feita entre 2 vias ligadas a
mesma saida do capilar levaria 20 ms.
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A conversdo do sinal analdgico para digital ocorreu a uma frequéncia de
amostragem variavel, dependente da duracao do registo durante cada pulso e do
numero maximo de pontos de aquisicao disponiveis por pulso. Como este ultimo era
constante (2048 pontos), definiu-se a duragdo tipica do pulso de forma a maximizar
a frequéncia de amostragem e minimizar a distor¢do dos dados durante o processo
de amostragem. Para a duracdo normalmente utilizada (200 ms) a frequéncia de
amostragem foi 5 Hz.

O software utilizado para definir o protocolo dos pulsos de voltagem e para a
aquisicdo dos dados foi o programa pClamp (Axon Instruments), que possibilitava
desenhar e aplicar um dado protocolo, observar o resultado e gravar
automaticamente os dados.

Subtracio da corrente de fuga

Uma analise correta dos dados requer o isolamento da corrente em estudo,
sendo por isso necessario subtrair a corrente de fuga (leakage). Esta é normalmente
uma pequena corrente de saida, transportada por canais insensiveis a voltagem que
ndo sdo ativados pelos procedimentos utilizados para ativar os canais em estudo. A
corrente de fuga obedece a lei de Ohm, razao por que pode ser calculada a partir da
corrente registada a um potencial (normalmente negativo) em que nao estdo ativas

as correntes em estudo.

A subtracdo da corrente fuga pode ser feita durante a realizacdo da
experiéncia, caso em que os respetivos dados ndo seriam armazenados, ou apds a
realizacdo da experiéncia. Nesta situacdo o experimentador faz a subtracdo da

componente passiva utilizando os dados armazenados.

67



Material e Métodos

A subtracdo online é feita por aplicagdo de uma rotina incorporada no
protocolo de pulsos (“P/N subtraction”), utilizando valores de corrente obtidos a um
potencial onde nao estejam ativadas as correntes.

Esta rotina nao foi utilizada no presente trabalho, optando-se pela subtragao
offline, utilizando-se o programa clampfit (versao 10.2).

Determinacio da capacidade da célula e resisténcia em série

Viu-se anteriormente que o conhecimento da resisténcia em série é
fundamental para avaliar a qualidade do controlo do potencial a que o patch de
membrana esta sujeito.

A resisténcia em série pode ser calculada a partir dos transientes capacitivos
registados na configuracao whole-cell, tal como se descreve em seguida. Uma vez
que a corrente necessaria para carregar a capacidade da membrana flui através de
Rs (pode considerar-se que esta resisténcia e o condensador associado a membrana
celular constituem um circuito RC), a constante de tempo do processo de carga é
dada por

T = Rs.Cm (equacgdo 1)

em que Cn representa a capacidade da membrana. Por conseguinte a
determinacao de Rs implica a medicdo de t e a estimativa de Cm. A constante de
tempo pode ser medida ajustando a corrente capacitiva em queda a uma fungao de

decaimento mono-exponencial.

Ja a capacidade da membrana pode ser estimada por integracdo da corrente
capacitiva, o que permite a determinacdo direta da carga total Q transferida para as
placas do condensador. Tem-se de facto que
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Q = Cn.AV (equagao 2)

em que AV representa a magnitude do pulso de voltagem aplicado.

A medicdo de 1t e Cn foi realizada com a ajuda do programa Origin

(versao 6).

69



Material e Métodos

2.3 Registo intracelular de potencial de membrana

Nesta sec¢do é descrita a metodologia necessaria para o estudo das variagoes
de potencial de membrana ao longo do tempo com recurso a um microelétrodo
intracelular.

2.3.1 Solugodes

Todas as solugdes foram preparadas com agua desionizada (resisténcia
superior a 18 pfl cm1).

Apos disseccao do pancreas, o tecido era colocado num suporte em solucao
IV (solugao Krebs G11, Tabela 2.1).

Esta solucdo é preparada sem CaCl; e MgCl; (uma vez que Ca?* e Mg?* podem
precipitar sob a forma de carbonato de cilcio ou magnésio), dez vezes mais
concentrada. No dia da experiéncia a solu¢do é diluida para a concentragdo desejada
e saturada com 95 % 02/5 % CO2. Ap6s 30min sdo adicionados CaCl; e MgCl; a
partir de uma solugdo stock 1 M.

A solucao que se encontrava a ser perfundida quando o ilhéu era colocado na
camara de perfusao foi por norma a solugao IV (solucao Krebs G11, Tabela 2.1). A
mesma solucdo era usada durante a penetragdo das células.

Sempre que numa experiéncia a concentra¢do de glicose era alterada, a nova

solugdo era preparada a partir da solucao IV (solucdo Krebs GO, Tabela 2.1).

Os farmacos ou toxinas eram adicionados a solugao IV (normalmente solugao
Krebs G11, Tabela 2.1, excepto quando referido) no momento em que o registo de
potencial estava estavel.

Alguns farmacos e toxinas eram reconstituidos em DMSO, tendo-se sempre
em atencdo que posteriormente, apos diluicao, a percentagem de DMSO na solugao

de perifusdo ndo deveria exceder os 0,01-0,05 %.
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As solucdes eram continuamente gasificadas e mantidas num banho

termostatizado, com uma temperatura de aproximadamente 37 °C.

No registo intracelular, a célula é penetrada por um microelétrodo de elevada
resisténcia. Isto significa que a pipeta tem condutividade elétrica limitada e que a
ponta tem um diametro da ordem das dezenas de nandmetros, evitando assim a
diluicdo do citoplasma e a morte celular. Para estabelecer contacto elétrico entre os
meios intracelular e extracelular era colocada solu¢do XI (Tabela 2.5) na pipeta,
onde se tinha inserido um fio de prata cloretado. No banho encontrava-se um outro

elétrodo, que neste caso consistia num pellet que estabelecia o contacto a terra.

Tabela 2.5: Composicdo da solucdo de referéncia interna.

Solucdo Composicao
Xl (em M): 1.5 KCI, 0.5M CgHs0,K3 (pH=7,2, ajustado com
(referéncia interna) NaOH 2 M)

Esta solugdo era preparada por dilui¢do (50/50 v/v) a partir de solugdes
stock KC1 3 M e de CsH507K3 1 M, sendo filtrada com um filtro de 0,2 um e guardada

a 4-8 °C durante varios meses.

2.3.2 Montagem experimental

O registo do potencial de membrana pode ocorrer por longos periodos de
tempo, sendo por isso necessario assegurar a sua estabilidade, o que implica ter
atencao a alguns aspetos técnicos, tal como a manutencdo da estabilidade mecanica
do sistema, a localizacdo do laboratério e a estrutura do edificio. No nosso caso, o

laboratério estava localizado no piso térreo.

O setup para registo do potencial de membrana (Figura 2.6) pode ser

dividido em 3 partes:
1) Componentes que se encontram dentro da gaiola de Faraday, fixados com

magnetes a um tampo de ferro colocado sobre uma mesa: micromanipulador,

camara de pré-aquecimento, camara de perifusao, valvulas de comutacao de
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solugdes (stopcock) e pré-amplificador. O tampo de ferro e a mesa estavam
colocados sobre uma placa composta por uma mistura de borracha com cortica, a

fim de eliminar vibragdes.

2) Componentes de iluminag¢do, aquecimento e gasificacdo de solugdes, que
eram colocadas fora da gaiola de Faraday.

3) Componentes para registo do sinal: amplificador, osciloscopio, gravador

digital e registador de papel.

Como foi referido anteriormente, é importante reduzir os niveis de ruido
elétrico. Assim, cada um dos componentes referidos em 1) encontrava-se ligado a
terra num ponto comum da gaiola de Faraday, estando este ponto por sua vez ligado
a terra do osciloscépio.

Nas secgdes seguintes serdo desenvolvidas as principais caracteristicas
destes componentes.
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Figura 2.6: Imagem do setup para registo do potencial de membrana.
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Micromanipulador

O suporte onde se colocava o microelétrodo era posicionado com um
micromanipulador. A aproximacdo da pipeta ao ilhéu era feita com um
micromanipulador tridimensional (Narishige MX-1, Toéquio, Japao), sendo o
posicionamento fino junto a superficie do ilhéu visualizado através de uma lupa
(Wild M5, Suiga). A ultima aproximag¢do do microelétrodo a célula era visualizada no
osciloscépio. De notar ainda que havia cuidado em posicionar a micropipeta
paralelamente ao movimento vertical do micromanipulador, ja que pequenas

pressoes causadas na superficie do ilhéu poderiam causar instabilidade no sistema.

Ciamara de perifusio

A camara de perifusao foi escavada num paralelepipedo de perspex, tendo 30
uL de volume util e abertura superior. A cAmara era provida com dois acessos para
entrada ou saida de solucgoes. A saida de solugdo da camara era feita por transbordo;
para minimizar perturbag¢des associadas ao gotejamento foi colocado um capilar a

saida da camara, permitindo que apenas ocorresse a uma certa distancia.

A parte frontal da camara era transparente (lamela) de modo a permitir a
visualizacdo do ilhéu e da pipeta.

Tanto o capilar para despejo da solugdo da camara como a lamela foram
fixadas com shellac, uma resina inerte que é sélida a temperatura ambiente, mas que
funde com o aquecimento, tornando possivel mudar a lamela e o capilar sempre que
necessario.

O fundo da camara foi construido com perspex negro de modo a proporcionar
o contraste necessario a adequada visualizacdo do ilhéu e do microelétrodo. A base
da camara era constituida por um tapete de silicone, perfeitamente ajustado, que

funcionava de suporte aos alfinetes entomologicos que fixavam o ilhéu.
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Sistema de perifusio

A solugdo a perifundir entrava na cdmara a uma velocidade controlada por
gravidade; a altura do banho onde estavam colocados os frascos com as diferentes
solugdes era ajustada de modo a garantir-se uma velocidade de perifusao entre 1 e
1,8 mL/min, que deveria ser igual nos dois canais do stopcock.

Um stopcock posicionado junto a camara, que consistia numa valvula de
comutacao, com dois canais de entrada e dois canais de saida, permitia a troca das
solugdes da entrada na camara. As solugdes eram conduzidas por tubos de Teflon.
Cada um dos tubos de entrada estd, numa das extremidades, mergulhado numa das
solugdes a perifundir e, na outra, ligado a uma das entradas do stopcock; uma das
vias de saida do stopcock estava ligada a cdmara, sendo a outra encaminhada para o
lixo. Desta maneira era possivel mudar de solugdo muito rapidamente, com um

tempo morto curto e sem introdugao de bolhas no sistema de perifusao.

As solugdes a perifundir foram mantidas a uma temperatura entre 37,5 e 38
°C num banho termostatizado (D-3006, GFL, Alemanha), sendo continuamente
gasificadas com 95 % 02/5 % CO; para manter o pH a 7,4.

O controlo da temperatura foi crucial, porque abaixo de 37,5-38 °C a
quantidade de gas dissolvido aumenta, levando a que este se liberte posteriormente
na camara, provocando instabilidade no microelétrodo. Por outro lado,
temperaturas acima de 38 °C também sdo problematicas, uma vez que o calcio
precipita na forma de carbonato.

Cimara de pré-aquecimento

Como ja foi referido anteriormente a temperatura é um fator importante em
todo o processo de obtencao de registos. A temperatura a que as solugdes chegam a
camara de perifusdo é critica pois a atividade elétrica é sensivel a este parametro.
Assim, para além de as solugdes serem pré-aquecidas antes de atingirem o stopcock,
também o eram depois, através da colocagdo de uma camara de pré-aquecimento
entre o stocpcock e a camara de perifusdo. Esta ultima tinha no seu interior agua
aquecida em circulagdo, onde passava a tubagem com solugao de perifusdo. A sua
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temperatura era controlada em func¢ao da temperatura a que a solucao chegava a
camara de perifusao, isto é, dependia do fluxo da solucdo. Por esta razao o fluxo nas

duas vias do stopcock tinha de ser constante, durante toda a experiéncia.

A temperatura na camara de perifusdo era verificada com um termopar (HH-

80E, Omega Engineering Inc.).

Sistema de iluminacao

A boa visualizagdo do ilhéu e do microelétrodo na camara é essencial para o
correto posicionamento deste ultimo, o que por sua vez é indispensavel para a
obtencdo de uma penetragdo estavel. Foi assim utilizado um dispositivo de fibra
otica (Schott Mainz, KL150, Alemanha), localizado fora da gaiola de Faraday, com a

iluminacdo dirigida para a camara de perifusao.

Amplificador

Para além do pré-amplificador, o amplificador utilizado no presente trabalho
possuia um circuito de medigdo diferencial, um circuito de medi¢do nao diferencial,
um circuito de injecao de corrente e um circuito destinado a facilitar a penetracao
da célula com o microelétrodo. O pré-amplificador e amplificador principal foram
fabricados no laboratoério.

No modo ndo diferencial, utilizado neste trabalho, mediu-se a diferenca de
potencial entre o microelétrodo de vidro no interior da célula e o elétrodo de
referéncia externo, colocado na camara de perifusdo. O pré-amplificador foi
construido com base num circuito seguidor de voltagem, que incluia um
amplificador operacional de ganho unitario e com uma elevadissima resisténcia de

entrada (1014 (). Assim, a voltagem medida (V) é dada por

V=Emn.R/(R +Re¢) (equacgdo 3)

em que En representa o potencial de membrana, R a referida resisténcia de
entrada e Re a resisténcia do microelétrodo. Tendo em conta que Re é tipicamente da

ordem de grandeza de 100 MQ, o potencial de membrana é medido pelo
amplificador com um erro negligenciavel (inferior a 0,1 %).
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2.3.3 Registo do potencial de membrana

Microelétrodos

Para a obtenc¢do de microelétrodos de elevada resisténcia foram utilizados
capilares de vidro (borosilicato; FHC Brunswick, USA) com 2 mm de didmetro
externo e 1 mm de diametro interno. As micropipetas depois de serem estiradas
num estirador de pipetas (Puller 753, Campden Instruments, Londres), eram cheias
com solucdo de referéncia interna (solucao XI, Tabela 2.5), e colocadas num
suporte e guardadas num recipiente com ambiente humido a 4 °C. Este
procedimento evitava a formacgao de cristais na ponta dos microelétrodos.

As micropipetas eram cheias pelo topo com uma seringa de plastico estirada.

Tipicamente os microelétrodos tinham entre 24,5 e 265 mm de
comprimento (medido desde o ombro até a ponta), o que lhes conferia grande
flexibilidade, caracteristica muito importante para a obtencdo de registos longos e
estaveis; o diametro da ponta era inferior a 0,1 wm, necessario para penetrar células
-pancreaticas que tém um diametro entre 8 e 12 um. Desta forma, a resisténcia dos

microelétrodos era muito elevada, variando entre 80 e 140 M.

Para se estabelecer a conecgao elétrica era colocado um elétrodo de Ag/AgCl
dentro da micropipeta. Este era obtido por revestimento de um fio de prata em
solucdo 0,1 M HCI, durante a noite, com deposicdo eletrolitica lenta, de forma a
garantir um revestimento uniforme de todo o fio. Posteriormente, o potencial era
medido em relacao a um potencial externo de 0 mV (assegurado por um elétrodo de

referéncia de Ag/AgCl na camara de perifusdo, ligado a terra).
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Colocacdo do ilhéu na cAmara de perifusio

O ilhéu, ap6s microdissecagdo, era transferido para a camara de perifusao
(com solucao IV, Tabela 2.1) com uma pin¢a, onde era ancorado ao fundo com
alfinetes entomolégicos; eram normalmente colocados quatro alfinetes a segurar o
tecido exdcrino, de modo a que a superficie do ilhéu ficasse ligeiramente distendida,

mas nao sob tensdo, de forma a facilitar a penetragao pelo microelétrodo.

Penetracio da célula

A diferenca de potencial AE, medida entre o microelétrodo e o elétrodo de

referéncia externo, é aproximadamente dada por

AE = Eponta + Eji (equagdo 4)

em que Eponta representa o potencial de ponta associado as micropipetas de
elevada resisténcia e Ej o potencial de jun¢ao liquida entre o eletrdlito no interior da
pipeta e o eletroélito no meio de perifusao.

Estes potenciais extracelulares podem cancelar-se utilizando o offset de
voltagem do amplificador, operacdo que era realizada depois de o ilhéu ja estar
ancorado na camara e de o microelétrodo ter sido inserido verticalmente na solucdo
com a ajuda do micromanipulador. Desta forma, apdés penetracdo da célula, a
diferenca de potencial medida representa apenas o potencial de membrana se os
potenciais Eponta € Eji ndo sofrerem alteracao.

Ainda com o microelétrodo mergulhado na solucao extracelular, procedia-se
a medicao da sua resisténcia utilizando um gerador de pulsos de corrente externo
ao amplificador. Ou seja, injetava-se uma corrente elétrica na forma de um pulso
rectangular (normalmente 0,1 nA) e observava-se no microscopio a deflexdo de
potencial correspondente; o calculo da resisténcia do microelétrodo era efectuado
por aplicacao da Lei de Ohm.

Em seguida "balanceava-se o microelétrodo" utilizando um circuito de ponte
nula. Isto consistia em anular as deflexdes induzidas de potencial (excluindo os
transientes capacitivos), de forma a ter-se a possibilidade de seguir a evolucdo da
penetracao ou de medir a resisténcia da membrana celular, utilizando-se em ambos

0s casos um protocolo idéntico de inje¢do de pulsos.
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Com a superficie do ilhéu ligeiramente distendida, e o microelétrodo
posicionado por cima deste, a primeira penetracio era feita recorrendo
simplesmente ao micromanipulador, ou seja, descendo o microelétrodo até a
capsula que envolve o ilhéu. Depois de esta ter sido proferida, e caso ndo fosse
penetrada numa célula, o processo poderia ser facilitado recorrendo a um circuito
do amplificador (puncture), que fazia uso de uma corrente alterna de elevada
frequéncia e amperagem.

Com o microelétrodo dentro de uma célula, o potencial comecgava a tomar
valores negativos, ou seja, a aproximar-se do potencial da célula; com o tempo
(minutos) este potencial tornava-se cada vez mais negativo, indicando que se estava
a aproximar o ponto em que o microelétrodo estaria completamente selado a
membrana com uma corrente de fuga insignificante. No decurso da selagem podia-
se injectar corrente DC negativa para manter o interior da célula negativo enquanto
a fuga entre a membrana e o microelétrodo fosse elevada, ou a glicose da solucdo

para reduzir o processo exocitético e estabilizar a membrana.

Calibracio do sinal

Apesar de se proceder rotineiramente ao offset da voltagem no inicio de cada
experiéncia, registava-se sempre o sinal no final, com o microelétrodo de novo em
solucdo, para confirmar a estabilidade do zero e realizar a calibragao. Esta implicava
rodar o potenciémetro do offset da voltagem de 10 em 10 mV no intervalo entre 0 e -
60 mV, ao mesmo tempo que se visualizava o sinal no oscilosc6pio e se procedia ao

registo, quer em papel, quer em cassete.
Se se pretendesse determinar a corrente de entrada da célula era necessario
verificar se a resisténcia do microelétrodo nao se tinha alterado durante a

experiéncia.

Gravacio e analise do sinal

O sinal foi gravado em cassetes digitais utilizando um gravador DAT (DTR
1404, Biologic, Francga) e visualizado simultaneamente num osciloscépio (HM205-3,
Hameg Gmb, Alemanha) e num registador de papel (Pen oscillograph, 8K31, Nec
San-ei Instruments Lta., Toéquio, Japdo). A gravacado digital foi efetuada a 48 kHz,
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permitindo o armazenamento de dados de cerca de duas horas de registo continuo
(equivalente a 1,4 Gb). Os sinais foram depois transferidos em diferido para um
computador a frequéncia de 1 kHz, por intermédio de uma interface D12-IEEE/N
(Biologic, Francga). Na aquisicdo dos sinais foi utilizado o programa Biomouse 2.3,
desenvolvido no laboratoério por Anténio Abrunhosa.

O registo em papel permitiu ter uma percep¢ao imediata dos resultados
obtidos ao longo das experiéncias, possibilitando ainda a realizacdo de ajustes nos
protocolos experimentais.
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2.4 Quantificacdo da [Ca2*]i por microscopia de
fluorescéncia

As medi¢des da [Ca%*]; foram realizadas por microscopia quantitativa de
fluorescéncia utilizando-se o indicador fluorescente FURA-2.

2.4.1 Sonda fluorescente de Caz+*

O FURA-2 é uma molécula que deriva do EGTA, o que lhe confere uma
elevada afinidade ao calcio. A sonda forma complexos 1:1 com o catido. Deste modo,
€ possivel detetar quantitativamente variagdes da [Ca?*]i na regido dos sub-uM
(Grynkiewicz et al., 1985).

Uma vez que devido as suas cargas negativas a pH fisiolégico a molécula
FURA-2 nao permeia a membrana celular a sua utilizagdo como sonda fluorescente
intracelular envolve o percursor acetoximetilado FURA-2/AM. Esta molécula é
pouco fluorescente e muito hidrofébica, atravessando facilmente a membrana;
aquando no citoplasma as ligagdes acetoximetil-éster sdo hidrolisadas por esterases
ndo especificas, dando origem a FURA-2 (Paredes et al., 2008).

O aumento da concentracdo de calcio causa o aumento e diminuicao da
fluorescéncia a esquerda e direita do ponto isosbéstico (360 nm), respectivamente.
Uma vez que é aos comprimentos de onda de excitacdo de 340 e 380 nm que se
observam alteracdes mais significativas, foram estes os comprimentos de onda
escolhidos para monitorizar as variagdes da [Ca%*];. A razdo das intensidades de
fluorescéncia a 340 (Fzs0) e 380 nm (F3s0) (isto é, Fzs40/F380) proporciona uma
estimativa mais fidedigna da [Ca2*];, uma vez que é independente da concentragdo e
da sensibilidade do sistema de detegao.
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2.4.2 Montagem experimental

As oscilagdes da [Ca2+];, registadas em ilhéus de Langherhans isolados, foram

obtidas com recurso a um sistema de microfluorescéncia de dupla excitagdo

Deltascan (PTI, Birmingham, NJ, EUA) associada a um microscépio invertido (Nikon

Diaphot, Tokio, Japao).

1

2)

Sistema de microfluorescéncia

0 sistema pode ser sub-dividido em quatro partes:

Produgdo e selecdo da radiagdo de excitagdo: A excitagdo é conseguida através
de uma lampada de xénon de 75 W e a radiacdo emitida atravessa um
diafragma até um espelho rotativo. Para evitar a degradacdo da sonda com o
tempo de exposigdo, existe um obturador colocado antes do diafragma de
modo a bloquear o trajecto dptico da radiacao. O espelho rotativo divide a
radiacdo em dois feixes, que seguem ordenadamente para os dois
monocromadores. Estes permitem selecionar os comprimentos de onda de
excitacdo e, para além disso, ajustar a largura de banda da radiagdo de
excitacdo permitindo assim a regulacao da intensidade do feixe. A radiacao
que provém dos monocromadores é depois conduzida por uma fibra éptica

até ao microscépio de fluorescéncia.

Detecdo da radiagdo emitida e amplificagdo do sinal: A fluorescéncia é
detectada por um fotomultiplicador digital em modo de single photon
counting. Em relagdo a voltagem aplicada (750 V) o fotocatodo liberta um
eletrao primario por cada fotdo incidente. Os eletrdes assim produzidos sdo
acelerados contra os dinodos, que se encontram dispostos em série e sdo
submetidos a uma voltagem crescente. Em condi¢bes adequadas, a
intensidade da corrente produzida é proporcional a intensidade da radiacao

incidente.
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3)

4)

Microscépio de fluorescéncia: A componente essencial do microscépio
invertido consiste no espelho dicroéico, posicionado a 45°, que intercepta o
feixe de excitacdo antes deste atingir o ilhéu. O espelho possui um
revestimento especial que permite que toda a radiagdo acima do
comprimento de onda de corte (420 nm) seja transmitida, ao mesmo tempo
que reflete a radiacdo de excitagao centrada a 340 ou 380 nm em direcg¢do a
objetiva de quartzo e, por conseguinte, a amostra em estudo. A fluorescéncia
que € posteriormente emitida pela amostra, é transmitida através da objetiva
e do espelho dicréico até um filtro de interferéncia centrado a 510 nm. Assim,
a detegdo da fluorescéncia de interesse pelo fotomultiplicador é conseguida

com um minimo de interferéncia por radiacdo espuria.

Aquisicdo do sinal: E através de uma placa de interface e de um computador
que se procede a aquisicdo do sinal. E também através do computador que se
ajustam os comprimentos de onda dos monocromadores e que se procede a
abertura ou fecho do obturador. O sinal elétrico obtido é processado através
de software especifico (DeltaScan, PTI).

Sistema de perifusio

O sistema de perifusdo aqui utilizado é em tudo idéntico ao sistema utilizado

no registo intracelular do potencial de membrana (seccao 2.3.2), tendo-se

observado todos os cuidados anteriormente descritos relativos a temperatura das

solucdes, gasificacdo e velocidade das solugdes de perifusao.
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ia.

magem do setup de microscopia de fluorescénci

Figura 2.7: |
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2.4.3 Incorporacao celular de FURA-2

A incorporagdo da sonda era feita simultaneamente em 2-4 ilhéus, os quais
tinham sido isolados tal como descrito na sec¢do 2.1.2. Os ilhéus eram incubados
numa solucdo salina de bicarbonato contendo 3 mM glicose, 3 % BSA e FURA-2/AM
a uma concentracao de 4 uM, numa incubadora a 37 °C durante cerca de 50 min.
Apoés este periodo, os ilhéu eram colocados na lamela revestida com poli-L-lisina
que constituia o fundo da camara de perifusao. Os ilhéus eram tipicamente deixados
a interagir com a lamela durante cerca de 10 min, de modo a promover interacgoes
electrostaticas entre a lamela e as células e, desta forma, imobilizar os ilhéus

durante as experiéncias.

2.4.4 Aquisicao do sinal de fluorescéncia

A perifusao dos ilhéus era iniciada com solucao de Krebs suplementada com
3 mM glicose, que corresponde a condicdo basal dos ilhéus. O protocolo
experimental desejado era aplicado depois de terem decorrido alguns minutos
naquelas condigdes.

Dos 2-4 ilhéus colocados na lamela, era escolhido o que tivesse o rebordo
mais bem definido, de menores dimensoes e com os maiores niveis de fluorescéncia.

O ilhéu seleccionado era entdo colocado no centro do campo de visao do
microscopio a fim de ser definida uma regiao adequada ao registo da fluorescéncia.
A fluorescéncia cada um dos comprimentos de onda (340 e 380 nm) era subtraida a
fluorescéncia emitida por uma area equivalente na auséncia do ilhéu (corre¢do da

fluorescéncia de fundo).

A fluorescéncia foi monitorizada por observacao da evolucdo temporal da

razdo Fza0/F3g0 demorando uma experiéncia tipicamente entre 20 e 70 minutos.
Apébs conclusao de todos os registos realizados durante um dia de

experiéncias procedia-se a calibragdo dos sinais de fluorescéncia. S6 depois era

possivel converter os sinais adquiridos em niveis de calcio intracelular.

85



Material e Métodos

A anadlise dos registos obtidos foi efetuada offline, apés gravacao no disco

rigido do computador.

2.4.5 Calibracao do sinal de fluorescéncia

Tal como referido anteriormente os sinais de fluorescéncia eram calibrados
regularmente de modo a poder calcular-se a [Ca%*];. A equagdo de calibragdo
utilizada foi (Grynkiewiez et. al., 1985):

S
x —£2 (Equacio 5)

[Ca2+] =K, x ) s,

i (R

onde Kg representa a constante de dissociacdo do complexo FURA-2/Ca?*,R a
razao de fluorescéncia aos dois comprimentos de onda (Fz40/F380), Rmin 0 valor de R
para FURA-2 ndo complexado com cdlcio, Rmax 0 valor maximo de R para FURA-2
totalmente complexado com o célcio e Sr2/Sp2 a razao de fluorescéncia do indicador
nao ligado (Sr2) e do indicador ligado (Sgz), com emissdo a 380 nm.

Os diferentes parametros da equa¢do de calibracio foram obtidos
regularmente a partir de espetros de excitacdo de solugdes contendo FURA-2 livre e
totalmente complexado. E de salientar que estes espetros eram obtidos exactamente
nas mesmas condigdes em que eram realizadas as experiéncias (por exemplo,

voltagem do fotomultiplicador, abertura do diafragma e tamanho do campo).

2.5 Reagentes

Excepto quando indicado em contrario, os reagentes utilizados no decurso do
trabalho foram adquiridos a Merk KGaA (Darmstad, Alemanha) e a Sigma-Aldrich
Corporation (St. Louis, Mo, USA), todos com pureza analitica.

Em particular, o meio RPMI 1640 (com L-glutamina, sem glicose e

bicarbonato e testado para culturas celulares), a albumina sérica bovina (BSA; sem

proteases) e a glicose foram adquiridos a Sigma.
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As toxinas caribdotoxina (CTX), e stromatoxina (ScTx) foram adquiridas a
Alomone Labs Ltd. (Jerusalém, Israel). A apamina, iberiotoxina (IbTx) e
tetrodotoxina (TTX) foram adquiridas a Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, Mo,
USA), Latoxan (Valence, Franc¢a) e Tocris (Tocris Bioscience, Bristol, Inglaterra),
respetivamente.

Os farmacos DCEBIO (5,6-dicloro-etilbenzimidazolona) e penitrem A (PTA)
foram adquiridos a Tocris (Tocris Bioscience, Bristol, Inglaterra) e Alomone Labs

Ltd. (Jerusalém, Israel), respetivamente.

2.6 Analise estatistica

Os resultados referidos no texto principal e figuras sao apresentados como os
valores médios + desvio padrao (s.d.). O significado estatistico da diferenga entre os
valores médios de dois grupos de dados foi avaliado pelo Teste do t de Student. A
hipotese nula (w1 = w2) foi testada contra a hipdtese alternativa (w1 # uz), sendo o
resultado expresso em termos da probabilidade p de a hipdtese nula ser verdadeira.
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Resultados

3. Modulacao da atividade elétrica e das
oscilacoes de calcio intracelular por bloqueadores
dos canais BK

3.1 Acao de caribdotoxina e penitrem A nos bursts de
atividade elétrica

Neste capitulo proceder-se-a fundamentalmente ao estudo do envolvimento
de canais BK na geracao de potenciais de acdo e bursts de atividade elétrica da célula
B-pancredtica, registados com microelétrodos intracelulares em ilhéus

microdissecados.

O estudo fisio-farmacolégico dos canais BK na célula $-pancreatica tem sido
marcado por uma aparente discrepancia na a¢do de bloqueadores especificos para
aqueles canais. De fato, enquanto que o inibidor peptidico caribdotoxina nao
pareceu afectar a atividade elétrica registada com microelétrodos intracelulares em
ilhéus intactos (isto é, as carateristicas dos bursts e dos potenciais de acdo)
(Kukuljan et al, 1991), tanto o inibidor nao peptidico de baixo peso molecular
paxilina (Houamed et al.,, 2010) como o inibidor peptidico slotoxina (Jacobson et al.,
2010) aumentaram marcadamente a amplitude dos potenciais de ac¢do, registados
com pipetas de patch no modo de current-clamp em ilhéus intactos. Dada a natureza
desta técnica de registo, é provavel que os efeitos detetados reflitam
maioritariamente a acdo dos bloqueadores BK em células beta localizadas na

periferia do ilhéu.
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Admitindo a hipdtese de que a extensao do efeito de caribdotoxina pode
depender criticamente da sua acessibilidade as células, foram realizadas
experiéncias em que a atividade elétrica foi registada a partir de células -
pancreaticas localizadas em camadas muito superficiais do ilhéu. Foi ainda utilizado
penitrem A (Asano et al, 2012), um alcaléide indélico hidrofébico com eficacia
comprovada de penetracdo em tecidos, cuja acdo como bloqueador de canais BK
sera analisada no Capitulo 4.

Para além de investigar os efeitos de caribdotoxina e penitrem A nas
carateristicas dos potenciais de acdo, o outro objetivo principal dos trabalhos
descritos neste capitulo consistiu em avaliar os efeitos possiveis daqueles
bloqueadores BK nas carateristicas dos bursts de atividade elétrica. Com excepc¢ao
do estudo de Houamed e colegas (Houamed et al, 2010), em que é reportada a
auséncia de efeito de paxilina na dindmica (duracao) dos bursts de potenciais de
acao, registados com pipetas de patch no modo de current-clamp em ilhéus intactos,
a literatura mais recente continua a ser omissa relativamente a acdo de

bloqueadores BK na atividade de bursting.

A Figura 3.1 (A) e a Figura 3.2 (A) ilustram a atividade elétrica registada em
condic¢des controlo (11 mM glicose, segmentos a esquerda) e na presenca de 50 nM
caribdotoxina (CTX), tal como é indicado pelas barras horizontais. Os registos foram
obtidos em dois ilhéus diferentes a partir de células -pancreaticas localizadas em

camadas muito superficiais.

A atividade elétrica registada no periodo controlo consiste em fases
despolarizadas (ativas) que alternam com fases hiperpolarizadas (silenciosas).
Durante as fases ativas é possivel observar o disparo de potenciais de acdo a partir

de um patamar.
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Figura 3.1: Efeitos de caribdotoxina na atividade elétrica oscilatéria e nos potenciais de acdo (ilhéu
1). (A) Registo do potencial de membrana de uma célula B-pancreatica superficial num ilhéu
microdissecado, exposto continuadamente a 11 mM glicose ("G11"). Caribdotoxina (CTX, 50 nM) foi
adicionada e mantida em solugdo tal como ¢ indicado pela barra horizontal. As expansdes temporais
mostram um burst representativo em cada condi¢do experimental; (B) Efeitos de CTX, ao fim de 10
minutos de aplicagdo, na amplitude dos potenciais de a¢cdo e no potencial de patamar dos bursts.
Anadlise do registo ilustrado no painel A. Os valores sido apresentados como média * desvio padrdo (n
= 51-60 potenciais de a¢ao). ***, p<0,001.
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A andlise da acdo de CTX na atividade elétrica revelou que um dos efeitos
mais salientes foi um aumento acentuado da amplitude dos potenciais de a¢do. A
quantificacdo destes efeitos foi realizada 10 minutos apés aplicacdo da toxina,
revelando aumentos de 1,7 vezes e 2,9 vezes relativamente ao controlo para as
experiéncias ilustradas nas Figuras 3.1 (A) e 3.2 (A), respetivamente (ver graficos
mais a esquerda nas Figuras 3.1 (B) e 3.2 (B)). Num conjunto mais alargado de
experiéncias o aumento médio relativamente ao controlo foi de 1,9+0,7 vezes (n=5
ilhéus).

0 aumento da amplitude dos potenciais de a¢do, induzido por CTX, resultou
de dois efeitos: (i) os potenciais de a¢do atingiram valores maximos de potencial de
membrana mais positivos na presenca da toxina (ver Figuras 3.1 (A) e 3.2 (A)); (ii)
tal como se pode observar nos graficos mais a direita das Figuras 3.1 (B) e 3.2 (B),
os potenciais de a¢do foram disparados a partir de potenciais de patamar mais
negativos na presenca de CTX.
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Figura 3.2: Efeito de caribdotoxina na atividade elétrica oscilatéria e nos potenciais de acdo (ilhéu
2). (A) Registo do potencial de membrana de uma célula B-pancreatica superficial num ilhéu
microdissecado, exposto continuadamente a 11 mM glicose ("G11"). Caribdotoxina (CTX, 50 nM) foi
adicionada e mantida em solugdo tal como é indicado pela barra horizontal. As expansdes temporais
mostram um burst representativo em cada condi¢io experimental; (B) Efeitos de CTX, ao fim de 10
minutos de aplicagdo, na amplitude dos potenciais de acdo e no potencial de patamar dos bursts.
Anadlise do registo ilustrado no painel A. Os valores sdo apresentados como média * desvio padrdo (n
= 20-29 potenciais de a¢do). ***, p<0,001.
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Nas experiéncias seguintes foi examinada a possibilidade de penitrem A

(PTA) poder exercer a¢gdes qualitativamente comparaveis as da toxina.

Tal como se pode observar na Figura 3.3 (A), a aplicacao de 25 nM PTA
hiperpolarizou progressivamente o patamar na base dos potenciais de acao e
desviou para valores mais positivos o potencial de membrana no pico dos mesmos.
O resultado, apresentado na Figura 3.3 (B), foi um aumento acentuado da
amplitude dos potenciais de agdo que atingiu um maximo ao fim de 8-10 minutos de
exposicao a PTA.

Pode ainda observar-se que o aumento da concentracdo de PTA para 50 nM
nao potenciou os efeitos ao fim de 10 minutos na presenca de 25 nM PTA. De fato, o
curso temporal apresentado na Figura 3.3 (B) revela que ndo ocorreram acgodes
adicionais de 50 nM PTA, quer sobre a amplitude dos potenciais de acdo quer sobre
o potencial de patamar dos bursts. Num conjunto mais alargado de experiéncias
realizadas com um protocolo idéntico (n=3 ilhéus), verificou-se que o aumento
médio da amplitude relativamente ao controlo, causado por 25 nM e 50 nM PTA, foi

de 1,8 + 0,6 vezes para ambas as concentragdes.
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Figura 3.3: Efeito de penitrem A na atividade elétrica oscilatéria e nos potenciais de a¢do. (A)
Registo do potencial de membrana de uma célula B-pancreética num ilhéu microdissecado, exposto
continuadamente a 11 mM glicose ("G11"). Penitrem A (PTA, 25 e 50 nM) foi adicionado e mantido
em solucdo tal como é indicado pelas barras horizontais. A interrupcao do registo corresponde a 4
minutos de exposicdo continua a 50 nM PTA (representada pelos tracejados no painel B). Sdo
também ilustradas expansdes temporais de segmentos da atividade elétrica nas varias condig¢des
experimentais; (B) Andlise do curso temporal dos efeitos de 25 e 50 nM PTA na amplitude dos
potenciais de a¢do (quadrados) e no potencial de patamar dos bursts (circulos). Dados da experiéncia
ilustrada no painel A. Os valores sdo apresentados como média * desvio padrao (n = 15-34 potenciais
de agdo).
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Verificou-se também, nalgumas experiéncias (por exemplo, nas experiéncias
ilustradas nas Figuras 3.2 e 3.3), que tanto CTX como PTA perturbaram a
regularidade do padrao oscilatério observado em 11 mM glicose. Nestas
experiéncias a acdo dos bloqueadores resultou num padrao "caético" de bursting em
que apareceram misturados, de uma forma aparentemente erratica, eventos
despolarizantes de duracdo maior e mais curta (incluindo potenciais de ac¢do

isolados).

Constatou-se, nas experiéncias em que o efeito dos bloqueadores foi
particularmente "cadtico", que estes diminuiram consideravelmente (> 40%) a
duracdo média dos bursts em relacdo ao controlo (11 mM glicose). Foi o caso das
experiéncias 3.2 e 3.3, representadas nas Figuras 3.4 (A) e 3.4 (B) por diamantes e
quadrados/circulos, respectivamente. No caso das experiéncias em que o0s
bloqueadores praticamente ndo afetaram a regularidade das oscilagdes (ex:
experiéncia ilustrada na Figura 3.1, representada na Figura 3.4 (A) por triangulos
invertidos) o efeito na duracdo média dos bursts foi muito menor (tipicamente <
15%).
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Figura 3.4: Variabilidade dos efeitos de caribdotoxina e penitrem A na duracdo dos bursts de
atividade elétrica. (A) Efeitos de caribdotoxina (CTX, 50 nM) na dura¢do média dos bursts ("duragao
oscilagdes"), registados em 5 ilhéus diferentes segundo um protocolo semelhante ao das Figuras 3.1
e 3.2 (n = 6-36 bursts para o controlo e CTX, em cada experiéncia). Dados das experiéncias ilustradas
na Figura 3.1 (tridngulos invertidos) e na Figura 3.2 (losangos) e de outras experiéncias similares;
(B) Efeitos de penitrem A (PTA, 25 e 50 nM) na duragdo média dos bursts, registados em 4 ilhéus
diferentes (n = 8-24 bursts para o controlo e PTA, em cada experiéncia). Dados da experiéncia
ilustrada na Figura 3.3 (quadrados e circulos) e de outras experiéncias similares. Em cada
experiéncia a duracdo média dos bursts foi determinada no controlo (11 mM glicose) e
aproximadamente ao fim de 10 minutos de aplicagdo de CTX (painel A) ou PTA (painel B). As barras
de erro ndo foram inseridas por razdes de clareza de representagdo grafica (todas as diferencgas
foram estatisticamente significativas ao nivel de confianca de 95-99,9 %, com exce¢do das
experiéncias representadas por tridngulos normais e triangulos invertidos vazios); (C) Correlacao
entre os efeitos de CTX e PTA (25 e 50 nM) na duracdo média dos bursts e na amplitude média dos
potenciais de agdo (ver texto principal). Os valores da duragdo foram extraidos dos graficos nos
painéis A e B. A linha reta representa o melhor ajuste dos dados a uma fungdo linear (r=0,82).
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Independentemente da extensdo do efeito, tanto CTX como PTA reduziram a
duracdo média dos bursts, tal como se pode verificar na Figura 3.4 (A), em que sao
apresentados os efeitos de 50 nM CTX em 5 ilhéus, bem como na Figura 3.4 (B) em
que sdo apresentados os efeitos de 25 e 50 nM PTA em 4 ilhéus. A duragdo de cada
burst foi determinada como o tempo que decorreu entre o disparo do primeiro

potencial de acao e a meia altura da fase descendente (repolarizacao final do burst).

Tal como se mostra na Figura 3.4 (C), verificou-se existir uma correlacdo
entre o efeito dos bloqueadores na duracao média dos bursts e o efeito na amplitude
média dos potenciais de acdo. O efeito na duracao foi expresso em termos da
diminuicdo normalizada da duracdao média, 100(Atc- Atr), em que Atc e Atr
representam a duracdo média nos periodos controlo (11 mM glicose) e teste (CTX e
PTA), respetivamente. O efeito na amplitude dos potenciais de acao foi expresso em
termos da razdo ht/hc, em que hr e hc representam a amplitude média nos periodos

controlo e teste, respectivamente.

Considerando que o efeito na amplitude dos potenciais de acdo reflete
apertadamente a extensao do bloqueio dos canais BK (ver Discussao), os resultados
sugerem que a disrup¢ao manifesta do padrao regular da atividade oscilatoria
pressupde o bloqueio de uma fracao critica daqueles canais.
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3.2 Ac¢ao de caribdotoxina, penitrem A e iberiotoxina
nas oscilacoes de Ca2* intracelular

O aumento da amplitude dos potenciais de a¢do, causado por exposicao aos
bloqueadores BK, pode refletir um incremento do fluxo de Ca?* através de canais de
calcio sensiveis a voltagem, com o correspondente aumento da amplitude das
oscilagdes da [Ca?*];i. Esta hipdtese foi investigada na presente secgao, recorrendo a
medi¢cdes da [Ca%*]; por microscopia quantitativa de fluorescéncia em ilhéus

isolados envolvendo a sonda fluorescente fura-2.

Na presenca de 11 mM glicose os ilhéus exibiram um padrao de oscilagdes da
[Ca2+]i bastante regular e com uma frequéncia comparavel a dos bursts (Figura 3.5
(A), registo superior), refletindo uma relacdo estreita entre os dois fen6menos
oscilatorios (Santos et al,, 1991).

O efeito da aplicagdo de 50 nM CTX ao fim de 8-12 minutos é também
ilustrado na Figura 3.5 (A) (registo inferior). E visivel que a toxina teve um efeito
acentuado em diferentes parametros das oscilagdes, cuja andlise é apresentada na
Figura 3.5 (B). Por exemplo, ao contrario do que se poderia antecipar, observou-se
que CTX reduziu a amplitude das oscilagdes em aproximadamente 16 %; nas varias
experiéncias realizadas com o mesmo protocolo a redu¢do média foi de 27 + 13 % (n
= 3 ilhéus).
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Figura 3.5: Efeito de caribdotoxina nas oscilacdes de Ca?+ induzidas por glicose. A concentracdo de
Ca?* intracelular livre ([Ca?*];) foi registada por microscopia de fluorescéncia num ilhéu isolado,
utilizando a sonda Fura-2. (A) Registos representativos, obtidos na situa¢ao controlo (11 mM glicose)
e ao fim de aproximadamente 10 minutos de exposicdo a 50 nM caribdotoxina (CTX) na presenca
continuada de 11 mM glicose; (B) Efeitos de CTX, ao fim de 10 minutos de aplicagdo, na frequéncia,
amplitude e duracio média das oscilagdes. E também mostrado o efeito na média da area sob a curva
por oscilacdo (em unidades arbitrarias, "u.a."), calculada pelo integral do sinal ao longo de uma
oscilacdo. Analise da experiéncia ilustrada no painel A. Os valores sdo apresentados como média *
desvio padrao (n =7-9 oscilagdes). ***, p<0,001.
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Por outro lado, de forma consistente com o observado na atividade elétrica,
CTX reduziu a duragdo das oscilagdes em cerca de 43 % (a reducdo média observada
nas varias experiéncias foi de 46 * 14 %, n = 3 ilhéus). Nao surpreende, por
conseguinte, que a area sob a curva por oscilagdo (ASC), calculada pelo integral do
sinal ao longo de uma oscilagao, tivesse sido reduzida em 49 % (reducao média: 55
+ 14 %, n = 3 ilhéus).

Pode considerar-se que o produto da area sob a curva pela frequéncia das
oscilagdes (fosc) reflete a "[Ca2*]; efetiva média", constituindo portanto uma grandeza
potencialmente util para prever o efeito de CTX na secrecdo de insulina. Na
experiéncia da Figura 3.5 a toxina aumentou fosc 1,5 vezes relativamente ao
controlo (aumento médio de 1,6 *+ 0,5 vezes, n = 3 ilhéus). Assim, nesta experiéncia
ASC x fosc sofreu uma reducdo de cerca de 25 % (reducao média de 30 + 6 %, n = 3
ilhéus).

101



Modulacdo da atividade elétrica e das oscilacdes de calcio intracelular por

bloqueadores dos canais BK
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Figura 3.6: Efeito de penitrem A nas oscilacdes de Ca?* induzidas por glicose. A concentragdo de Ca2+
intracelular livre ([Ca2*];) foi registada por microscopia de fluorescéncia num ilhéu isolado,
utilizando a sonda Fura-2. (A) Registos representativos, obtidos na situagio controlo (11 mM glicose)
e ao fim de aproximadamente 10 minutos de exposicdo a 25 nM penitrem A (PTA) na presenga
continuada de 11 mM glicose; (B) Efeitos de PTA, ao fim de 10 minutos de aplica¢do, na frequéncia,
amplitude e duragio média das oscilagdes. E também mostrado o efeito na média da area sob a curva
por oscilacdo (em unidades arbitrérias, "u.a."), calculada pelo integral do sinal ao longo de uma
oscilacdo. Andlise da experiéncia ilustrada no painel A. Os valores sdo apresentados como média *
desvio padrao (n = 7-19 oscilagdes). **, p<0,01.
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Verificou-se que 25 nM PTA teve um efeito semelhante a CTX nos varios
parametros das oscilagdes da [Ca?*];, tal como se exemplifica na Figura 3.6. De fato,
o bloqueador reduziu a amplitude e duragcdo das oscilagdes em 40 % e 46 %,
respectivamente (reducdes médias de 26 + 22 % e 64 £+ 15 %, respetivamente; n = 4
ilhéus). Este ultimo resultado é consistente com o efeito observado na duragdo dos
bursts. PTA reduziu ainda a area sob a curva por oscilacdo em 68 % (redu¢do média
de 74 £+ 9 %, n = 4 ilhéus) e aumentou a frequéncia das oscilagdes 2,3 vezes
(aumento médio de 2,3 + 0,1 vezes, n = 4 ilhéus), causando uma redugao de 26 % de
ASC x fosc (reducdo média de 40 £ 20 %, n = 4 ilhéus).

Pode também observar-se, na experiéncia ilustrada na Figura 3.6 (A), que a
exposicdo do ilhéu a PTA diminuiu a regularidade das oscilagdes da [Ca?*];. Este

resultado é consistente com a agdo do bloqueador na atividade elétrica oscilatoria.
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Figura 3.7: Efeitos de iberiotoxina nas oscilacées de Ca?* induzidas por glicose. A concentracdo de
Ca?* intracelular livre ([Ca2+];) foi registada por microscopia de fluorescéncia em dois ilhéus isolados
(A-B: ilhéu 1; C-D: ilhéu 2), utilizando a sonda Fura-2. (A) Registo da [Ca?*]; no primeiro ilhéu,
exposto continuadamente a 11 mM glicose ("G11"). Iberiotoxina (IbTx, 50 nM) foi adicionada e
mantida em solucdo tal como é indicado pela barra horizontal; (B) Efeitos de IbTx, ao fim de 10
minutos de aplicagdo, na frequéncia e duragio média das oscilagdes. E também mostrado o efeito na
média da 4rea sob a curva por oscilagdo (em unidades arbitrarias, "u.a."), calculada pelo integral do
sinal ao longo de uma oscilagdo. Andlise da experiéncia ilustrada no painel A. Os valores sdo
apresentados como média * desvio padrdo (n = 5-26 oscilagdes); (C) O mesmo que no painel A para o
segundo ilhéu; (D) O mesmo que no painel B para o segundo ilhéu (n = 4-15 oscilagdes). *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001.
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Finalmente, foi testado o efeito de 50 nM iberiotoxina (IbTx), um inibidor
especifico de canais BK (Ghatta et al., 2006), nas oscilagdes da [Ca2*];, registadas em
dois ilhéus estimulados com 11 mM glicose.

A Figura 3.7 (A) e (C) mostra que IbTx reduziu a amplitude das oscilagoes
em ambos os casos, sendo o efeito quase imediato e, portanto, muito mais rapido do

que os efeitos homologos de CTX e PTA.

No que respeita aos demais parametros das oscilagdes os efeitos de IbTx
também foram semelhantes aos de CTX e PTA, tal como ¢ ilustrado na Figura 3.7
(B) e (D). De fato, a toxina reduziu a duracao das oscilagbes em 15-20 %. IbTx
reduziu ainda a area sob a curva por oscilagdo em 40-57 % e aumentou a frequéncia

das oscilacoes 1,2-1,5 vezes, causando uma reducao de 44-54 % de ASC X fosc.

Deve sublinhar-se neste ponto que todos os bloqueadores BK utilizados
reduziram a intensidade média do sinal de calcio, permitindo prever um efeito
inibidor na secrecao de insulina induzida por glicose. Com uma exce¢ao (Houamed
et al,, 2010), este efeito inibidor foi de facto observado noutros estudos (Braun et al.,
2008; Dufer etal., 2011).
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3.3 Ac¢do de caribdotoxina e penitrem A nos
potenciais de acao

Numa tentativa de resolver a aparente contradicao entre a agdo de CTX e PTA
na amplitude dos potenciais de a¢do (ver Figuras 3.1, 3.2 e 3.3) e na amplitude das
oscilagbes da [Ca?*]; (ver Figuras 3.5 e 3.6), recorreu-se a uma analise mais
pormenorizada do efeito daqueles bloqueadores nas caracteristicas dos potenciais
de acdo, tendo-se dado énfase as seguintes condigdes: (i) fase inicial (< 1s) do
disparo de potenciais de acdo dentro de cada burst (experiéncias com CTX); (ii)
disparo continuo de potenciais de acao na presenc¢a do bloqueador de canais Karp
tolbutamida (experiéncias com PTA). Os ilhéus foram continuamente estimulados
com 11 mM glicose em ambos os casos.

Tal como se descreve a seguir, estas analises revelaram efeitos pronunciados
de CTX e PTA noutros parametros dos potenciais de acdo para além da amplitude (ja
considerada anteriormente), designadamente a velocidade de despolarizacao
maxima ao longo da fase ascendente (determinada por derivacdo do potencial de
membrana em ordem ao tempo), a velocidade de repolarizacdo maxima ao longo da
fase descendente (igualmente determinada por derivacdo em ordem ao tempo), a
duragdo (tempo decorrido entre o ponto de meia-subida e o ponto de meia-descida),
a hiperpolarizagdo pds-potencial (HHP, isto é, a diferenca entre o potencial limiar de
disparo e o potencial mais negativo que é atingido imediatamente apds

repolariza¢do) e o intervalo de tempo entre potenciais de agdo consecutivos.

A Figura 3.8 (A) ilustra dois potenciais de acdo com potenciais limiar
idénticos, registados no inicio de um burst na presenca e auséncia de 50 nM CTX.
Pode verificar-se que a aplicagdo da toxina aumentou a velocidade de
despolarizacdo ao longo da fase ascendente, tendo a velocidade maxima aumentado
2,5 vezes de acordo com a analise apresentada na Figura 3.8 (B) para o mesmo
ilhéu (aumento médio de 1,8 + 0,6 vezes, n = 4 ilhéus). Este resultado é consistente
com o fato de os canais BK exibirem uma cinética de ativacdo mais rapida

relativamente aos canais de K* retificadores tardios (Braun et al., 2008).
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Figura 3.8: Efeitos de caribdotoxina em diferentes pardmetros dos potenciais de acdo. Um ilhéu foi
exposto a 11 mM glicose ("G11") e a 50 nM caribdotoxina (CTX) na presenca continua de glicose. (A)
Exemplos de potenciais de agdo com potenciais limiar idénticos, registados no inicio (< 1s) dos bursts
na presenca e auséncia de CTX; (B) Efeitos de CTX na velocidade maxima de despolariza¢do ao longo
da fase ascendente dos potenciais de agdo, velocidade maxima de repolarizagdo ao longo da fase
descendente, HPP (hiperpolarizacdo pés potencial (AHP)) e intervalo de tempo entre potenciais de
acdo consecutivos. Dados da experiéncia ilustrada na Figura 3.1, relativos a potenciais de agao
disparados na fase inicial dos bursts na presenca e auséncia ("controlo") de CTX (10 minutos de
exposicdo). Os valores sdo apresentados como média = desvio padrdo (n = 38-55 potenciais de agdo
de 5-6 bursts para cada condigio). *** p<0,001.
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No que diz respeito a velocidade de repolarizagdo maxima dos potenciais de
acao também se observou um aumento, neste caso de 1,7 vezes (aumento médio de
1,5 £ 0,3 vezes, n = 4 ilhéus). Este efeito pode explicar-se assumindo que a

intensificacdo da despolarizacdao aumenta as correntes Ky (ver Discussao).

Apesar de nao ter sido representada na Figura 3.8 (B), a consequéncia do
aumento das velocidades de despolarizacdo e repolarizacao foi uma reducao
estatisticamente significativa da dura¢do dos potenciais de ac¢do (20 %, p < 0,001)
que, contudo, mostrou ser altamente variavel de ilhéu para ilhéu (média de 0,1 %,

com valores entre -20 % e + 20%).

Pode ainda verificar-se (Figura 3.8 (B)) que a aplicagdo de CTX aumentou a
AHP em 32 % (aumento médio de 36 * 30 %), resultando num aumento de 28 % do
intervalo de tempo entre potenciais de acdo (aumento médio de 118 + 81 %, n = 4
ilhéus). Nao surpreende, por conseguinte, que a frequéncia de disparo de potenciais
de acdo tenha diminuido cerca de 44 % (6 * 3 s’ na presenca de CTX vs. 10 = 2 s.1 no

controlo, n = 4 ilhéus).

E pois provavel que o decréscimo da amplitude das oscilacdes da [Ca?*];,
causado pelos bloqueadores BK, tenha por base uma diminui¢do global do fluxo de

Ca?+ associada a reducao da frequéncia de disparo.
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A exposicdo a 500 uM tolbutamida despolarizou a membrana da célula 3-
pancreatica e induziu um padrao de disparo continuo de potenciais de agdo, tal
como se ilustra na Figura 3.9 (A). Nestas condi¢des PTA aumentou a amplitude dos
potenciais de agdo 1,8 vezes e tornou mais negativo o potencial de patamar (Figura
3.9 (B)), em consonancia com o observado na auséncia da sulfonilureia (ver Figura
3.3).

Os efeitos de PTA nos outros parametros dos potenciais de acdo foram
também semelhantes aos efeitos de CTX anteriormente descritos, observados
durante a fase inicial dos bursts. Assim, PTA aumentou as velocidades maximas de
despolarizacdo e repolarizagdo (1,7 vezes em ambos os casos), originando ainda
aumentos da AHP (8 %) e do intervalo de tempo entre potenciais de acao (32 %).
Observou-se, consequentemente, uma diminuicdo de 32 % da frequéncia de disparo
de potenciais de a¢ao (de 7,4 s'1 no controlo para 5,8 s'1 na presenga de PTA).
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Figura 3.9: Efeitos de penitrem A em diferentes parametros de potenciais de acdo em células
despolarizadas com tolbutamida. (A) Registos representativos de um ilhéu exposto a 11 mM glicose
("G11™) + 500 uM tolbutamida (controlo, esquerda) e glicose + tolbutamida + penitrem A (PTA, 10
minutos). As expansdes temporais mostram um potencial de agdo representativo de cada condigdo
experimental; (B) Os potenciais de acdo foram analisados em termos de amplitude e potencial de
patamar, bem como dos varios parametros na Figura 3.8, na presenca (10 minutos) e auséncia de
PTA. Os valores sdo apresentados como média * desvio padrio (n = 86-137 potenciais de a¢do para
cada condicdo). **, p<0,01; ***, p<0,001.
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4.1 Estudos em células BRIN-BD11
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Resultados
4. Correntes de K* mediadas por canais BK

Neste capitulo avaliou-se a sensibilidade da corrente de K* ao bloqueador
ndo-peptidico de canais BK penitrem A (PTA) (Knaus et al, 1994; Asano et al,
2012), extensamente utilizado no Capitulo 3 como putativo bloqueador de canais BK
da célula B-pancreatica. Deu-se énfase ao estudo comparativo da acao de PTA e da
toxina de escorpido iberiotoxina, um inibidor prototipico de canais BK sem a¢des
colaterais conhecidas (Galvez et al., 1990; Ghatta et al., 2006). E relativamente
recente o estudo em que iberiotoxina foi utilizada para isolar correntes BK na célula
f humana (Braun et al., 2008), ndo tendo ainda sido mostrado o seu efeito na célula
[ de roedores.

As correntes foram quase exclusivamente medidas por patch-clamp no modo
de whole-cell, expondo as células a bloqueadores de outros canais na tentativa de
facilitar a dissecagao de correntes BK. Esta optimizacdo metodoldgica, que envolveu
varios aspetos ndo relacionados com a utilizagdo de farmacos, foi efectuada
recorrendo a células BRIN-BD11, uma linha celular secretora de insulina obtida por
electrofusio de células normais de rato com células tumorais RINmMS5F
(McClenaghan & Flatt, 1999). O laboratdrio onde este trabalho foi realizado tem
experiéncia demonstrada com o manuseamento e utilizagdo de células BRIN-BD11
para o estudo de problemas de acoplamento estimulo-secrec¢do (Salgado et al., 1999;
Salgado et al,, 2000).

No final do Capitulo proceder-se-a a discussado especifica dos resultados, de
forma a facilitar a Discussao geral.

4.1 Estudos em células BRIN-BD11

4.1.1 Dissecacao de correntes e optimizacao das condi¢oes de
registo

As células foram tipicamente estimuladas com séries de pulsos retangulares
de potencial de magnitude crescente no intervalo entre - 80 e + 60 mV a partir de
um potencial de holding (Vi) de - 90 mV, tal como é ilustrado na Figura 4.1 (A). A
magnitude dos pulsos teste foi incrementada de 10 em 10 mV ao longo do tempo,
muito embora para efeitos de representacdo grafica aparecam sobrepostos.
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Figura 4.1: Correntes totais em células BRIN-BD11. As correntes foram registadas por patch-clamp
na configuragdo whole-cell, utilizando as solug¢des F (5 mM K* e 2,6 mM Ca2+) e B (157 mM K+, 88 nM
Ca2+) como solugdes extracelular e intracelular (pipeta), respectivamente (ver Tabela 2.4 em
Material e Métodos). A célula foi continuamente exposta a 500 uM tolbutamida e 11 mM glicose. (A)
Exemplos de correntes totais, obtidas em resposta a pulsos retangulares de potencial (200 ms) de
magnitude crescente (incrementos de 10 mV) no intervalo entre - 80 e + 60 mV a partir de Vi, = - 90
mV, tal como é ilustrado no diagrama; (B) Curvas I/V obtidas a partir dos registos do painel A, tendo
as correntes sido medidas quando atingiram o valor maximo (pico, quadrados vazios) e aos 200 ms
(tardio, quadrados a cheio).
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A aplicagdo de um pulso despolarizante produziu uma corrente total
multifasica, normalmente constituida por uma componente de entrada (negativa) e
por uma corrente de saida (positiva). A primeira, muito rapida e de natureza
transitéria, sera considerada mais a frente nesta secc¢do. As correntes de saida eram
nulas para potenciais aplicados mais negativos que - 30 mV, aumentando a sua
amplitude consistentemente com o potencial para valores mais positivos até ao

limite do intervalo (+ 60 mV).

Pode ainda verificar-se na Figura 4.1 (A) que a ativacao das correntes de
saida era tanto mais rapida quanto mais se aumentava a magnitude do pulso teste.
Até um potencial aplicado de cerca de + 20 mV as correntes evoluiam
monotonicamente para um patamar, ao passo que para potenciais mais positivos
atingiam um maximo e decaiam subsequentemente de uma forma lenta ao longo do
pulso. Para os potenciais mais positivos a corrente maxima (pico) era normalmente

atingida aos 30-50 ms.

A Figura 4.1 (B) ilustra as relagdes corrente-voltagem (curvas [/V) para a
experiéncia ilustrada no painel A, tendo as correntes sido medidas no pico e na fase
final (200 ms). Ambas as curvas atestam uma elevada sensibilidade a voltagem no
intervalo 0/+60 mV, embora com tendéncia para encurvar negativamente (menores
aumentos da corrente para idénticos incrementos de voltagem) de uma forma cada
vez mais pronunciada a medida que o potencial aplicado aumenta.

O TEA* é um conhecido bloqueador de canais Kv e BK (Bokvist et al., 1990b,
a), podendo ser utilizado para avaliar o envolvimento de canais de K* nas correntes
totais. Os canais BK sdo mais sensiveis a TEA*, razdo por que concentragdes mais
baixas (alguns mM) bloqueiam quantitativamente canais BK ao mesmo tempo que

afetam uma fracao relativamente pequena de canais Ky.

A Figura 4.2 (A) ilustra o efeito de 2 mM TEA* nas correntes totais,
registadas numa célula BRIN-BD11 segundo um protocolo idéntico ao
anteriormente descrito. TEA* inibiu substancialmente as correntes, sendo provavel
que as correntes registadas na presenca do farmaco reflitam principalmente a
ativacao de canais Kv. Foram observadas inibigdes acentuadas das correntes por 2

mM TEA* em 3 experiéncias similares.
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Figura 4.2: Efeito de 2 mM TEA* nas correntes totais em células BRIN-BD11. (A) Correntes
observadas em resposta a pulsos retangulares de potencial no intervalo entre - 80 e + 60 mV a partir
de Vy = - 90 mV (diagrama), na presenca (tragos a negro) e auséncia (tragos a cinzento) de 2 mM
TEA*. As correntes foram registadas segundo um protocolo idéntico ao da experiéncia ilustrada na
Figura 4.1; (B) Correntes sensiveis a 2 mM TEA*, obtidas por subtracdo das correntes registadas na
presenca do fArmaco as correntes registadas na sua auséncia.
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As correntes sensiveis a 2 mM TEA* sdo representadas na Figura 4.2 (B),
tendo sido obtidas por subtracdo das correntes registadas na presenc¢a do farmaco
as correntes registadas na sua auséncia (controlo). E pois plausivel que,
relativamente ao controlo, as correntes sensiveis a 2 mM TEA* tenham uma
contribuicdo relativa maior de correntes mediadas por canais BK, podendo mesmo
refletir exclusivamente a ativacdo destes ultimos. Deve salientar-se o fato de estas
correntes manterem o perfil de decaimento ao longo do pulso anteriormente
observado para as correntes controlo, isto €, decaimento lento ap6s um pico aos 30-

50 ms para potenciais aplicados mais positivos que + 20 mV.

A andlise do efeito de 2 mM TEA* nas correntes é apresentada na Figura 4.3.
Pode observar-se que o farmaco inibiu as correntes para todos os potenciais
aplicados, tanto no pico (painel A) como na fase final (200 ms; painel C). Por
exemplo, a + 60 mV TEA* inibiu as correntes medidas no pico e na fase final em 54 *
3% e 55 * 2%, respectivamente (n = 3 células). Esta observagdo sugere que os
canais BK em células BRIN-BD11 sao persistentemente ativados ao longo de um
pulso de potencial, sofrendo uma inativacdo pouco relevante ou incompleta. No
entanto, nao é possivel afastar a hipotese de 2 mM TEA* inibir os canais Ky mais

extensamente em células BRIN-BD11 do que noutras células.

A Figura 4.3 mostra ainda curvas [/V para a corrente sensivel a 2 mM TEA*,
determinadas tanto no pico (painel B) como na fase final (painel D). Verifica-se em
ambos os casos a tendéncia para "curvatura negativa" anteriormente descrita para
as correntes controlo. Esta curvatura ocorre numa zona de potencial em que a for¢a
eletromotriz para a entrada de Ca2+ através de canais de Ca?* sensiveis a voltagem
diminui, o que se podera traduzir numa menor ativacao de canais BK. A curvatura
esta no entanto longe de assumir a forma de sino anteriormente descrita por Smith

e colaboradores em células B-pancreaticas de murganho (Smith et al, 1990).
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Figura 4.3: Dependéncia da voltagem das correntes sensiveis a 2 mM TEA*+ em células BRIN-BD11.
Anadlise dos efeitos de 2 mM TEA* na experiéncia da Figura 4.2. (A) e (C): Curvas I/V obtidas na
auséncia (quadrados) e presenga (circulos) de 2 mM TEA*, tendo as correntes sido medidas no pico
(pico, painel A) e na fase final (200 ms, painel C); (B) e (D): Curvas [/V para as correntes sensiveis a 2
mM TEA*, determinadas no pico e na fase final. Estas correntes foram obtidas por subtracdo das
correntes registadas na presenca do firmaco as correntes registadas na sua auséncia.
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A possibilidade de isolar correntes BK em células BRIN-BD11 sera retomada

mais tarde nesta secgao, utilizando agentes farmacoldgicos mais especificos.

Nas experiéncias seguintes a atencao concentrou-se nas correntes de entrada
observadas nas experiéncias anteriores. Estas correntes pareciam ser dominadas
por uma componente com carateristicas temporais semelhantes a corrente de Na*
anteriormente descritas em células (-pancreaticas de murganho, cuja cinética de
ativacdo e inativacao era muito rapida (Hiriart & Matteson, 1988).

As experiéncias envolveram a intensificagdo do gradiente de Na*
transmembranar, de forma a potenciar as correntes de Na* e facilitar a sua analise
(ver legenda da Figura 4.4). Foi ainda adicionado Cd?* (200 uM) a solugao
extracelular, de forma a suprimir as correntes de Ca2?* que eventualmente nao
tivessem sofrido rundown causado pela didlise do interior celular pelo contetido da

pipeta, ap6s a abertura do patch e entrada em whole-cell.

A Figura 4.4 (A) evidencia as correntes de entrada resultantes da aplicacdo
de pulsos retangulares de potencial para - 20 e 0 mV, a partir de Vi = - 90 mV. Estas
correntes foram suprimidas por 200 nM TTX, confirmando a sua media¢do por
canais de Na* sensiveis a voltagem. Pode ainda verificar-se que a aplicagdo da toxina

permitiu isolar as correntes de saida anteriormente descritas.

A fim de determinar o perfil de variagdo das correntes de Na* com o potencial
aplicado, as células foram sujeitas a um protocolo de pulsos idéntico ao
anteriormente utilizado para a caraterizacdo das correntes totais (ver diagrama na
Figura 4.4 (B)). As correntes assim obtidas (ndo ilustradas) foram subtraidas as
correntes de saida isoladas com TTX, o que resultou na familia de correntes de
entrada apresentada na Figura 4.4 (B).
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Figura 4.4: Correntes de Na* sensiveis a voltagem e supressdo por TTX em células BRIN-BD11. As
correntes foram registadas por patch-clamp na configuracdo whole-cell, utilizando as solugdes E (140
mM Na*) e A (sem Na* adicionado) como solugdes extracelular e intracelular (pipeta),
respectivamente (ver Tabela 2.4 em Material e Métodos). A célula foi continuamente exposta a 11
mM glicose, 500 uM tolbutamida e 200 uM Cd?*. (A) Exemplos de correntes totais, obtidas em
resposta a pulsos de potencial (25 ms, diagrama) a partir de Vi, = - 90 mV, na auséncia (registos a
esquerda) e presenca de 200 nM TTX; (B) Correntes de entrada induzidas por pulsos de magnitude
crescente no intervalo entre - 80 e + 60 mV (diagrama), obtidas por subtracdo das correntes de saida
isoladas com TTX as correntes totais (ndo ilustradas). As correntes foram medidas no pico e
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expressas em funcdo do potencial aplicado, produzindo a curva I/V a direita.
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Pode verificar-se que as correntes sdo rapidamente ativadas, apdés o que
sofrem um processo de inativagdo mais lento ao longo de cada pulso. A amplitude
maxima (pico) da corrente aumenta com o potencial aplicado no intervalo até cerca
de 0 mV, refletindo a dependéncia da voltagem da condutancia de Na*, apds o que
diminui a medida que o potencial aplicado se aproxima do potencial de equilibrio de
Na*, isto é, que se reduz a forga eletromotriz que atua sobre os canais de Na*. O
resultado é uma curva [/V com forma de "sino invertido", tipica das correntes de

Na* (Figura 4.4 (B)). Os resultados sao representativos de 3 experiéncias similares.

Com base nestes resultados e de forma a suprimir as correntes de entrada de
Na*, passou a adicionar-se TTX a solu¢do extracelular em todas as experiéncias.

Outra corrente que poderia contaminar a corrente BK é a corrente tipo A
descrita por Smith e colaboradores em células 3 de murganho (Smith et al, 1989).
Trata-se de uma corrente transitoria ativada pela voltagem, de ativagdo e inativacdo
rapida e que ndo se encontra inativada para o potencial de holding utilizado nas
experiéncias anteriores (- 90 mV). As experiéncias seguintes foram desenhadas para
colocar em evidéncia esta corrente e, caso tal se confirmasse, proceder ao seu
bloqueio com 4-aminopiridina (4-AP). As experiéncias foram realizadas na presenca
de 10 mM TEA*, bloqueando-se assim os canais BK e SK1-3 e reduzindo-se
acentuadamente a corrente mediada por canais Kv

Nestas condigdes, e tal como se ilustra na Figura 4.5 (A), a aplicagdao do
protocolo habitual de pulsos com Vy = - 90 mV (ver Figura 4.1 e Figura 4.2)
resultou no aparecimento de correntes com ativacdo rdpida e tendéncia para
sofrerem inativacdo ao longo da fase inicial dos pulsos, principalmente para os
potenciais mais positivos. Estas correntes transitorias foram suprimidas por 2 mM
4-AP.
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Figura 4.5: Correntes sensiveis a 4-aminopiridina (tipo A) em células BRIN-BD11. As correntes
foram registadas em resposta a pulsos retangulares de potencial no intervalo entre + 30 e + 60 mV a
partir de Vi, = - 90 mV, segundo um protocolo idéntico ao da experiéncia ilustrada na Figura 4.1 (A).
(A) Exemplos de correntes induzidas por despolarizagdes para 0, + 20, + 40 e + 60 mV na presenca
(tragos a negro) e auséncia (tracos a cinzento) de 2 mM 4-aminopiridina (4-AP). A célula foi
continuamente exposta a 11 mM glicose, 500 uM tolbutamida e 200 nM TTX; (B) Curvas I/V para as
correntes maximas na auséncia (quadrados) e presenca (circulos) de 2 mM 4-AP. Os valores foram
extraidos dos registos do painel A, bem como dos registos adicionais correspondentes a estimulagao
pelos restantes potenciais aplicados; (C) Correntes sensiveis a 2 mM 4-AP, obtidas por subtracdo das
correntes registadas na presenca do farmaco as correntes registadas na sua auséncia; (D) Curva I/V
para a corrente sensivel a 2 mM 4-AP, medida no pico.
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As correntes sensiveis a 4-AP, obtidas subtraindo as correntes totais as
correntes registadas na presenca de 4-AP e apresentadas na Figura 4.5 (C),
evidenciaram os processos de ativacdo e inativacdo atrds referidos, tendo
caracteristicas semelhantes as correntes tipo A descritas por Smith e colaboradores
(Smith et al, 1989). A corrente sensivel a 4-AP varia linearmente com o potencial
(Figura 4.5 (D)), ndo apresentando portanto a "curvatura negativa" anteriormente
descrita para a corrente sensivel a 2 mM TEA*. Os resultados sdo representativos de
3 experiéncias similares.

Com base nestes resultados, nalgumas experiéncias a supressao das

correntes tipo A foi assegurada adicionando 4-AP a solucgdo extracelular.

4.1.2 Correntes sensiveis a penitrem A e iberiotoxina

Foi testado em seguida o efeito de penitrem A (PTA) nas correntes de saida
em células BRIN-BD11, utilizando condi¢gdes experimentais idénticas as utilizadas
nas experiéncias das Figura 4.1 e Figura 4.2, exceto que o potencial de holding foi
ajustado para - 100 mV e se incluiu 200 nM TTX e 2 mM 4-AP nas soluc¢des. O
protocolo de estimulagdo foi simplificado, envolvendo apenas a aplicagdo de dois
pulsos despolarizantes (para + 40 e + 60 mV).

A Figura 4.6 (A) e (B) mostra que 50 nM PTA inibiu substancialmente ambas
as correntes, sendo a ativa¢do das correntes na presenca do farmaco mais lenta do
que a ativacdo das correntes controlo. A corrente sensivel a PTA (supostamente a
corrente BK), obtida subtraindo a corrente registada na presen¢a do farmaco a
corrente controlo, é representada nos paineis C e D para ambos os potenciais
aplicados. A corrente atingiu um pico em 10-15 ms, sofrendo subsequentemente um
processo de inativacao lento ao longo dos pulsos (decaimento de 25-30 %).

Na tentativa de optimizar a detecdo de correntes mediadas por canais BK,
foram realizadas experiéncias em que as células foram submetidas a pulsos
despolarizantes no modo de registo de perforated-patch. Nesta configuracao é
preservada a composicao do meio intracelular e minimizado o rundown dos canais
de Ca?* sensiveis a voltagem, sendo expectavel que a despolarizacdo resultasse

numa ativa¢do mais efetiva dos canais BK.
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Figura 4.6: Correntes sensiveis a penitrem A em células BRIN-BD11. (A) e (B) Correntes observadas
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em resposta a pulsos retangulares de potencial de Vy=-100 mV para +40 mV (A) e +60 mV (B), na
presenca (tracos a negro) e auséncia (tragos a cinzento) de 50 nM PTA. As correntes foram registadas
segundo um protocolo idéntico ao da experiéncia ilustrada na Figura 4.1, excepto que a célula foi
continuamente exposta a 200 nM TTX e 2 mM 4-AP (para além de glicose e tolbutamida); (C) e (D).
Correntes sensiveis a PTA, obtidas por subtracio das correntes registadas na presenca do farmaco as
correntes registadas na sua auséncia para os potenciais aplicados de + 40 mV (C, correntes em A) e

+ 60 mV (D, correntes em B).
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Nestas experiéncias as células foram igualmente despolarizadas para + 40 e +
60 mV, sendo no entanto aplicado um pré-pulso de 20 ms para 0 mV (Vy,=- 100 mV;
ver diagramas na Figura 4.7 (A) e (B)). O objectivo deste novo protocolo de
estimulagdo consistiu em ativar os canais BK pela despolarizagao final (de 0 para +
40 ou + 60 mV) em condi¢des em que os niveis de Ca?* intracelular nas imediagoes
da boca intracelular dos canais estivessem aumentados pela pré-despolarizacao (o
pico de activacdo dos canais de Ca?* sensiveis a voltagem ocorre aproximadamente a

0 mV), tornando assim mais efetiva a indugao de correntes BK.

Os resultados sdo apresentados na Figura 4.7, sendo visivel que PTA inibiu
as correntes de forma idéntica ao anteriormente observado (Figura 4.6). Verificou-
se igualmente que a evolu¢do temporal das correntes sensiveis a PTA era idéntica.
Sendo assim, e tendo em conta a maior complexidade experimental do registo de
correntes no modo de perforated-patch, optou-se por prosseguir o estudo
continuando a recorrer a configuracao de whole-cell.
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Figura 4.7: Efeito de penitrem A nas correntes, registadas em células BRIN-BD11 no modo de
perforated-patch. Foram utilizadas as solucdes F (5 mM K* e 2,6 mM Ca%*) e B (157 mM K+, 88 nM
Ca?*) como solugdo extracelular e solucdo da pipeta, respetivamente (ver Tabela 2.4 em Material e
Métodos). A célula foi continuamente exposta a 11 mM glicose, 500 uM tolbutamida, 200 nM TTX e 2
mM 4-AP. (A) e (B) Correntes observadas em resposta a pulsos de potencial de + 40 mV (A) e + 60
mV (B), na presenga (tragos a negro) e auséncia (tracos a cinzento) de 50 nM PTA. Aquelas
despolarizagdes foram precedidas de pré-pulsos de 20 ms para 0 mV (V, = - 100 mV); (C) e (D)
Correntes sensiveis a PTA, obtidas por subtragio das correntes registadas na presenca do farmaco as
correntes registadas na sua auséncia para os potenciais aplicados de + 40 mV (C, correntes em A) e
+60 mV (D, correntes em B).
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Foram no entanto efetuados os seguintes ajustes experimentais, com o
intuito de continuar a optimizar a detecdo de correntes mediadas por canais BK. Por
um lado, foi aumentado o nivel de Ca2* livre na solugdo intracelular (pipeta)
utilizada nas experiéncias (de 88 para 230 nM, ver legenda da Figura 4.8). Em
segundo lugar, deixou de ser adicionada glicose a solugdo extracelular, atendendo a
indicagoes de que o seu metabolismo pode reduzir a atividade de canais BK (Ribalet
et al., 1988) (nas experiéncias anteriores foi utilizada glicose a concentracao de 11
mM). Finalmente, e tendo em conta a acdo inibidora de 4-AP sobre canais BK
reportada em células do musculo liso (Petkova-Kirova et al., 2000), aparentemente
mediada por interferéncia da alcalinizagdo intracelular induzida pelo farmaco nos
niveis de Ca2* livre, optou-se por retirar 4-AP das solu¢des e impedir a ativacdo da
corrente tipo A sujeitando as células a um potencial de holding de - 70 mV, para o
qual a corrente se encontra praticamente inactivada (Smith et al., 1989).
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Figura 4.8: Dependéncia da voltagem das correntes sensiveis a penitrem A em células BRIN-BD11.
As correntes foram registadas por patch-clamp na configuragdo whole-cell, utilizando as solugdes F (5
mM K* e 2,6 mM Ca?*) e C (158 mM K*, 230 nM Ca?*) como solugdes extracelular e intracelular
(pipeta), respetivamente (ver Tabela 2.4 em Material e Métodos). A célula foi continuamente
exposta a 500 uM tolbutamida e 200 nM TTX (solu¢cdes extracelulares sem glicose e 4-AP). (A)
Correntes observadas em resposta a pulsos retangulares de potencial (200 ms) de magnitude
crescente (incrementos de 20 mV) no intervalo entre + 20 e + 80 mV a partir de V, = - 70 mV, na
presenca (tracos a negro) e auséncia (tragos a cinzento) de 50 nM PTA; (B) Curvas I/V obtidas na
auséncia (quadrados) e presenca de PTA (circulos), tendo as correntes sido medidas quando
atingiram o valor maximo (simbolos a cheio) e na fase final (200 ms, simbolos vazios); (C) Corrente
sensivel a PTA, obtida por subtracdo da corrente registada na presenca do firmaco a corrente
registada na sua auséncia para o potencial aplicado de + 60 mV; (D) Curvas 1/V para as correntes
sensiveis a PTA, determinadas quando atingiram o valor maximo (tridngulos a cheio) e na fase final
(tridngulos vazios).
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A experiéncia ilustrada na Figura 4.8 mostra correntes de ativacdo muito
rapidas, registadas nas novas condicdes experimentais. As correntes foram
induzidas por aplicacdo de pulsos despolarizantes no intervalo entre - 60 e + 80 mV
a partir de Vh=- 70 mV.

PTA (50 nM) inibiu as correntes (Figura 4.8 (A)), observando-se o efeito
para todos os potenciais positivos aplicados (Figura 4.8 (B)). A extensao do efeito
foi sensivelmente a mesma no pico e na fase final das correntes, sugerindo que os
canais BK sao persistentemente ativados ao longo dos pulsos, tal como de fato se
observa determinando a corrente sensivel a PTA (Figura 4.8 (C)). As curvas [/V
para esta corrente exibem uma "curvatura negativa" (Figura 4.8 (D)), curiosamente

semelhante a anteriormente observada nas experiéncias com 2 mM TEA* (ver
Figura 4.3).

A Figura 4.9 ilustra uma experiéncia desenhada para testar o efeito de
iberiotoxina, utilizando um protocolo de estimulagdo e condigdes experimentais
idénticos aos da experiéncia anteriormente descrita. Os resultados foram

qualitativamente idénticos aos obtidos com PTA.
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Figura 4.9: Dependéncia da voltagem das correntes sensiveis a iberiotoxina em células BRIN-BD11.
(A) Correntes observadas em resposta a pulsos de potencial de magnitude crescente no intervalo
entre + 20 e + 80 mV a partir de Vi, = - 70 mV, na presenca (tragos a negro) e auséncia (tragos a
cinzento) de 50 nM iberiotoxina (IbTx). As correntes foram registadas segundo um protocolo
idéntico ao da experiéncia ilustrada na Figura 4.8; (B) Curvas [/V obtidas na auséncia (quadrados) e
presenca de IbTx (circulos), tendo as correntes sido medidas quando atingiram o valor maximo
(simbolos a cheio) e na fase final (200 ms, simbolos vazios); (C) Corrente sensivel a IbTx, obtida por
subtracdo da corrente registada na presenca da toxina a corrente registada na sua auséncia para o
potencial aplicado de + 60 mV; (D) Curvas I/V para as correntes sensiveis a IbTx, determinadas
quando atingiram o valor maximo (tridngulos a cheio) e na fase final (tridngulos vazios).
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4.2 Estudos em células f3-pancreaticas isoladas

As experiéncias anteriormente apresentadas, realizadas em células BRIN-
BD11, visaram principalmente otimizar as condi¢des de registo das correntes totais
de K*, de forma a permitir a detegdo de correntes mediadas por canais BK na célula
-pancreatica nativa. Este objetivo foi reforcado com as experiéncias em que se
utilizou penitrem A e IbTx, ainda em células BRIN-BD11 (ver figuras 4.8 e 4.9).

Nas experiéncias a seguir descritas, realizadas em células B-pancreaticas
isoladas, as correntes de K* foram registadas no modo de whole-cell de acordo com
as condig¢des experimentais optimizadas: (i) estimulacao a partir de um potencial de
holding de -70 mV, de forma a inativar as correntes tipo A; (ii) inclusao de 200 nM
TTX (para bloquear canais de Na* sensiveis a voltagem) e 500 uM tolbutamida (para
bloquear canais Karp) nas solugdes extracelulares; (iii) auséncia de glicose (para
maximizar as correntes BK). Continuaram a ser utilizadas as solucdes F (5 mM K* e
2,6 mM Ca?*) e C (158 mM K* e 230 nM Ca?*; ver Tabela 2.4 em Material e Métodos)
como solucdes extracelular e intracelular (pipeta), respetivamente.

As células submetidas a registo foram escolhidas de entre as de maiores
dimensdes (didmetro 15-20 wm), razdo por que se assume que eram células
secretoras de insulina. De fato, o isolamento de células a partir de ilhéus
proporciona principalmente células  mas também outras células enddcrinas com
especial relevo para as células alfa, sendo estas ultimas de menores dimensodes
(Gopel et al, 1999). O valor médio do diametro das células f utilizadas nas
experiéncias pode ser estimado a partir da capacidade membranar (Cm), uma
propriedade elétrica das células proporcional a sua area de superficie. O valor
meédio de Cy, para 17 células foi 10 + 3 pF. Assumindo uma geometria esférica e um
valor de 1 uF/cm? para a capacidade especifica da membrana, obtém-se um

didmetro celular de cerca de 18 um.

4.2.1 Corrente sensivel a penitrem A

Foi primeiramente realizado um estudo do curso temporal do efeito de PTA
(50 nM) na corrente total de K*, evocada por um pulso despolarizante de + 60 mV
com a duracdo de 200 ms.
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Tal como é ilustrado na Figura 4.10 (A) (registo a cinzento), a estimulacdo
efetuada em condigbes controlo (isto é, antes da aplicagdo do fairmaco) traduziu-se
no desenvolvimento de uma corrente com caracteristicas semelhantes as registadas
em células BRIN-BD11 em condi¢des homdlogas (ver por exemplo a Figura 4.8). Em
particular, a corrente exibiu uma ativacdo muito rapida e um processo lento de
inativa¢do ao longo do pulso despolarizante.

Pode ainda observar-se na Figura 4.10 (A) que a exposicdo da célula a PTA
reduziu progressivamente a amplitude da corrente, tanto na fase inicial como na
final. A Figura 4.10 (B) representa a evolucdo temporal da percentagem de
bloqueio da corrente maxima, que atingiu cerca de 10 % no periodo 30-90 s (valor
médio 9 = 2 %, n = 4 células) e cerca de 39 % no periodo 250-430s (35+*8 %, n=4
células), altura em que pareceu estabilizar. Os resultados sdo representativos de 4
experiéncias, realizadas segundo um protocolo idéntico. Desta forma, a andlise da
acdao de PTA nas varias experiéncias a seguir descritas foi sempre realizada para
tempos de exposi¢do ao farmaco iguais ou superiores a 4 minutos.

Em murganho o canal BK apresenta uma cinética de ativacao muito rapida
relativamente ao canal Ky responsavel pela repolarizacdo do potencial de acdo
(constantes de tempo de ativa¢do da ordem de 3 e 18 ms, respetivamente (Smith et
al., 1990; Rorsman & Trube, 1986)). Desta forma, ao se bloquearem os canais BK
com PTA deveria esperar-se um enlentecimento da ativacao das correntes totais (ou
seja, um aumento da respetiva constante de tempo de ativacdo), o que de facto se
observou (ver trago representado a azul na Figura 4.10 (A)).
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Figura 4.10: Curso temporal do efeito inibidor de penitrem A nas correntes totais de K*, registadas
na célula . (A) Correntes observadas em resposta a pulsos retangulares de potencial de V, = -70 mV
para + 60 mV, com a duragdo de 200 ms, na auséncia (controlo, traco a cinzento) e na presenca de 50
nM penitrem A (PTA) aos 30 s (traco a vermelho), 95 s (verde) e 265 s (azul) de exposicdo ao
farmaco. As correntes foram registadas por patch-clamp na configuracdo whole-cell, segundo um
protocolo idéntico ao da experiéncia ilustrada na Figura 4.8. Foram utilizadas as solu¢des F (5 mM
K* e 2,6 mM Ca?*) e C (158 mM K* e 230 nM Ca2*) como solugdes extracelular e intracelular (pipeta),
respectivamente (ver Tabela 2.4 em Material e Métodos). A célula foi continuamente exposta a 500
uM tolbutamida e 200 nM TTX (solu¢des extracelulares sem glicose); (B) Evolucdo temporal da
percentagem de bloqueio da corrente maxima ao longo da exposi¢do da célula a PTA (iniciada ao
tempo 0). A percentagem de bloqueio foi calculada tomando como controlo a corrente registada
imediatamente antes da aplicacdo de PTA. A linha a tracejado representa o valor médio das
percentagens de bloqueio relativas as tltimas seis estimula¢gdes com pulsos de potencial;

(C) Expansdes temporais das fases iniciais das correntes normalizadas registadas no controlo (traco
a cinzento) e na presenca de PTA (traco a azul, correspondente a 265 s de exposi¢do ao farmaco). As
curvas a tracejado representam o melhor ajuste das correntes a fungdo n?(t) = [1 - exp(-t/1)]? em
que T representa a constante de tempo de ativacdo (ver texto principal).
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Procedeu-se a uma estimativa das constantes de tempo de ativacdo, na
auseéncia e presenca de PTA, recorrendo ao formalismo de Hodgkin e Huxley para as
correntes de K* sensiveis a voltagem (ver por exemplo Hille, 1992), assumindo um
numero minimo de particulas n por razdes de simplicidade de calculo. Verificou-se
que a ativacao das correntes de K* podia ser razoavelmente descrita por uma
cinética de n?, em que n(t) = 1 - exp(-t/t) (T representa a constante de tempo de
ativacao). A Figura 4.10 (C) mostra expansodes temporais das fases iniciais das
correntes normalizadas registadas no controlo e na presenca de PTA (265 s de
exposicdo), bem como as curvas a tracejado que representam o melhor ajuste das
correntes a funcdo n2(t). Os melhores valores de T obtidos nestes ajustes foram 1,7
ms para o controlo e 2,5 ms na presenca de PTA. Nas restantes trés experiéncias
obtiveram-se valores similares, indicando que PTA inibe uma componente de

ativacao rapida da corrente total de K*.

Nas experiéncias seguintes a a¢do inibidora de PTA (50 nM) foi investigada
aplicando pulsos despolarizantes de diferentes magnitudes no intervalo entre - 60 e
+ 80 mV.

A Figura 4.11 (A) mostra exemplos representativos dos efeitos de PTA a trés
potenciais aplicados (+ 20, + 40 e + 60 mV). As correntes controlo (obtidas
estimulando a célula antes da aplicacdo do farmaco) sdo representadas a cinzento.
Estas correntes decairam lentamente apds atingirem um maximo inicial, processo
que se acentuou com o aumento da amplitude dos pulsos despolarizantes. Tal como
se observou anteriormente em células BRIN-BD11 (ver por exemplo a Figura 4.8),
PTA inibiu as correntes aos varios potenciais aplicados. Esta inibicao foi também
observada ao longo de cada pulso despolarizante. No entanto, nas presentes
experiéncias PTA inibiu mais acentuadamente as correntes na fase inicial de cada
pulso, proporcionando o desenvolvimento de correntes que praticamente nao
exibiram processos de decaimento lento (tracos a negro na Figura 4.11 (A)). E
portanto plausivel que a corrente sensivel a PTA seja controlada por um processo de
inativacdo, susceptivel de determinar o decaimento lento das correntes totais.
Aparentemente a cinética deste processo de inativagdo é varidvel de célula para
célula, fazendo com que em algumas (exemplo na Figura 4.10) a extensdo da acgao

inibidora de PTA nao varie significativamente ao longo do pulso.
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Figura 4.11: Dependéncia da voltagem das correntes sensiveis a penitrem A na célula $-pancreatica.

(A) Correntes observadas em resposta a pulsos de potencial de + 20, + 40 e + 60 mV a partir de Vy, =
-70 mV, na presenca (tracos a negro) e auséncia (controlo, tragos a cinzento) de 50 nM penitrem A
(PTA). As correntes foram registadas segundo uma metodologia idéntica a da experiéncia ilustrada
na Figura 4.10 (protocolo de pulsos descrito na legenda da Figura 4.8); (B) Curvas I/V
correspondentes as correntes maximas, obtidas na auséncia (quadrados) e presenca de PTA
(circulos). Foram aplicados pulsos de voltagem num intervalo mais extenso do que em A (ver legenda
da Figura 4.8); (C) Corrente sensivel a PTA, obtida por subtracdo da corrente registada na presenca
do farmaco a corrente registada na sua auséncia para o potencial aplicado de + 60 mV; (D) Curva I/V

para a corrente maxima sensivel a PTA.
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A corrente sensivel a PTA (supostamente a corrente BK), obtida subtraindo a
corrente registada na presenca do farmaco a corrente controlo, é representada na
Figura 4.11 (C) para o potencial aplicado de + 60 mV. Pode verificar-se que a
corrente foi ativada rapidamente pelo pulso (tempo necessario para atingir 100(1-
e1l) =63 % da corrente maxima < 6 ms) e que atingiu um maximo em 20-30 ms (13-
30 s para observacoes realizadas em 4 células); a corrente foi subsequentemente
controlada por um processo de inativacao parcial que a reduziu no final do pulso a
aproximadamente 48 % da corrente maxima. E interessante realcar que a corrente
sensivel a bloqueadores de canais BK (PTA ou IbTx) ndo sofreu inativacdo
mensuravel nas experiéncias efetuadas com controlo optimizado em células BRIN-
BD11 (ver Figuras 4.8 (C) e 4.9 (C)), situagdes em que, alids, a extensdo da acdo
inibidora dos bloqueadores nao variou significativamente ao longo do pulso.

As curvas I/V construidas com base nas correntes maximas, registadas na
auséncia e presenca de PTA, sdo apresentadas na Figura 4.11 (B). A semelhanca do
observado em células BRIN-BD11 (ver Figura 4.8 (B)), PTA inibiu as correntes para
todos os potenciais positivos aplicados. Por exemplo, a + 40 e + 60 mV o farmaco
inibiu as correntes em 29 e 30%, respectivamente (valores médios 29 + 11 % e 25 *

10 %, respetivamente; n = 4 células).

Tal como se observa na Figura 4.11 (D), a curva I/V correspondente a
corrente sensivel a PTA exibiu uma "curvatura negativa" semelhante a observada
nas experiéncias com 2 mM TEA* e 50 nM PTA em células BRIN-BD11 (ver Figuras
4.3 (B) e 4.8 (B)), que no entanto assumiu claramente a forma de sino para
potenciais mais positivos que + 40 mV, de acordo com o reportado por Smith e
colaboradores (Smith et al., 1990).

A stromatoxina (ScTx) é uma toxina extraida do veneno da tarantula africana
Stromatopelma calceatum que bloqueia com alta afinidade os canais Ky de
inactivacdo lenta Kv2.1 e Kv2.2 (Escoubas et al., 2002; Mouhat et al., 2008). A toxina
foi anteriormente testada na célula f humana, onde inibiu a componente mais
persistente da corrente total de K* (Braun et al., 2008). Nas experiéncias seguintes
ScTx foi utilizada com a finalidade de inibir a corrente Ky da célula § de murganho e,
desta forma, colocar mais em evidéncia a acdo inibidora de PTA.
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Figura 4.12: Efeito de stromatoxina nas correntes totais de K+ na célula -pancredtica. (A) Correntes
observadas em resposta a pulsos de potencial de + 20, + 40 e + 60 mV a partir de V4= -70 mV, na
presenca (tragos a negro) e auséncia (controlo, tragos a cinzento) de 100 nM stromatoxina (ScTx). As
correntes foram registadas segundo uma metodologia idéntica a da experiéncia ilustrada na Figura
4.10 (protocolo de pulsos descrito na legenda da Figura 4.8); (B) Evolucdo temporal da
percentagem de bloqueio da corrente (medida na fase final do pulso de + 60 mV) ao longo da
exposicao da célula a ScTx (iniciada ao tempo 0). A percentagem de bloqueio foi calculada tomando
como controlo a corrente registada imediatamente antes da aplicagdo de ScTx. A linha a tracejado
representa o valor médio das percentagens de bloqueio relativas as ultimas trés estimulagdes com
pulsos de potencial; (C) Expansdes temporais das fases iniciais das correntes normalizadas
registadas no controlo e na presenca de ScTx (potencial aplicado de + 60 mV). As curvas a tracejado
representam o melhor ajuste das correntes a funcdo n2(t) = [1 - exp(-t/Tt)]2, em que T representa a
constante de tempo de ativacao (ver texto principal).
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A Figura 4.12 (A) mostra exemplos representativos dos efeitos de 100 nM
ScTx a trés potenciais aplicados no intervalo + 20/+ 60 mV. Nesta experiéncia as
correntes controlo ou nao decairam ao longo do pulso ou decairam mais lentamente
do que na experiéncia ilustrada na Figura 4.11 (A) para potenciais homologos.
Pode verificar-se que ScTx inibiu as correntes aos varios potenciais. Tal como seria
de esperar a inibigcao ocorreu ao longo das fases intermédia e final dos pulsos, onde
seria expectavel que a corrente Ky ja estivesse substancialmente ativada, devendo
contribuir acentuadamente para a corrente total; durante a fase inicial dos pulsos
(isto é, durante as primeiras dezenas de milissegundos) também se verificou
inibicdo das correntes, sugerindo que a activacdo da corrente Ky ja foi significativa
nesta fase.

A Figura 4.12 (C) mostra expansdes temporais das fases iniciais das
correntes normalizadas registadas no controlo e na presenga de ScTx, bem como as
curvas a tracejado que representam o melhor ajuste das correntes a fungao n?(t),
anteriormente utilizada para descrever a cinética de ativacao da corrente de K* de
acordo com um formalismo simplificado de Hodgkin e Huxley (ver Figura 4.10 (C)).
Os melhores valores da constante de tempo de ativacao obtidos nestes ajustes foram
2,1 ms para o controlo e 2,2 ms na presenca de ScTx. A diferenca é negligenciavel,
indicando que, ao contrario de PTA, a toxina ndo afeta a componente de ativacdo
mais rapida da corrente total de K*.

A Figura 4.12 (B) representa a evolugdo temporal da percentagem de
bloqueio da corrente medida na fase final do pulso, que aumentou até atingir cerca
de 13% no periodo 100-170 s, altura em que pareceu estabilizar. Desta forma, a
aplicacdo de penitrem A e iberiotoxina nas experiéncias a seguir descritas foi

realizada aos 3 minutos de exposi¢do a ScTx.

Tomados no seu todo, os resultados apresentados na Figura 4.12 indicam
que ScTx inibe uma componente persistente da corrente total de K* (supostamente
a corrente mediada por canais Kv2), distinta da componente de ativacdo rapida
sensivel a PTA.

A Figura 4.13 (A) mostra o efeito inibidor de 50 nM PTA na corrente de K*
registada na presenca de 100 nM ScTx. Tal como se observou anteriormente (ver
Figura 4.11 (A)) PTA inibiu mais acentuadamente a corrente na fase inicial do

pulso, pondo em evidéncia uma corrente de ativagdo lenta, que na Figura 4.11 (A)
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nao foi tao evidente. Esta observagdo sugere que a acdo inibidora de PTA tenha sido
agora mais acentuada e/ou que uma corrente BK inativante contribua mais para a
corrente total. E provavel que a corrente registada na presenca de PTA e ScTx tenha
ainda uma forte contribuicdo da corrente Kv, sugerindo que 100 nM ScTx sé inibiu

parcialmente esta dltima.

A Figura 4.13 (B) mostra que a corrente sensivel a PTA, obtida subtraindo a
corrente registada na presenca do farmaco (PTA + ScTx) a corrente controlo (ScTx),
tem caracteristicas semelhantes as observadas anteriormente. Trata-se de fato de
uma corrente de ativagdo rapida (tempo necessario para atingir 100(1-e-1) = 63%
da corrente maxima < 4 ms) e que atingiu um maximo em 15-25 ms; a corrente foi
subsequentemente controlada por um processo de inativacao parcial que a reduziu

no final do pulso a aproximadamente 75 % da corrente maxima.
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Figura 4.13: Efeito de penitrem A na corrente registada na presenca de stromatoxina (ScTx). As
correntes foram registadas aplicando pulsos retangulares de potencial para + 60 mV a partir de Vi, = -
70 mV segundo uma metodologia idéntica a da experiéncia ilustrada na Figura 4.10. (A) Efeito de
100 nM ScTx (tragco intermédio) e de 50 nM penitrem A (PTA) + ScTx (trago inferior) na corrente
controlo (trago superior); (B) Corrente sensivel a PTA, obtida por subtragdo da corrente registada na
presenca de 100 nM ScTx + 50 nM PTA a corrente registada na presenca de ScTx.
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4.2.2 Corrente sensivel a iberiotoxina

As experiéncias seguintes foram destinadas a testar a acao de iberiotoxina
nas correntes de K* da célula p-pancreatica, de forma a permitir uma comparac¢do
com a acdo de PTA.

A agdo inibidora de iberiotoxina (IbTx, 50 nM), ilustrada na Figura 4.14, foi
inicialmente investigada aplicando pulsos despolarizantes de diferentes magnitudes
no intervalo entre - 60 e + 80 mV, de forma idéntica ao realizado com PTA (ver
Figura 4.11). A Figura 4.14 (A) mostra exemplos representativos dos efeitos de
IbTx a trés potenciais aplicados no intervalo + 20/+ 60 mV. Tal como se observou
anteriormente, as correntes controlo decairam lentamente apdés atingirem um
maximo inicial. De igual forma, a acdo inibidora de IbTx traduziu-se no
desenvolvimento de correntes que praticamente ndo exibiram processos de
decaimento lento.

Tal como no caso de PTA, estes resultados sugerem que a corrente sensivel a
IbTx é controlada por um processo de inativacao, susceptivel de determinar o
decaimento lento das correntes totais. Este processo de inativacdo é de fato
aparente na corrente obtida por subtragdo da corrente registada na presenca da
toxina a corrente controlo, representada na Figura 4.14 (C) para o potencial
aplicado de + 60 mV (no final do pulso a corrente foi reduzida a aproximadamente
45% da corrente maxima). E ainda visivel que a corrente sensivel a IbTx é uma
corrente de ativagdo rapida (tempo necessario para atingir 100(1-e1) = 63 % da

corrente maxima < 3 ms) e que atingiu um maximo em cerca de 15 ms.
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Figura 4.14: Dependéncia da voltagem das correntes sensiveis a iberiotoxina na célula (-
pancreaticas. (A) Correntes observadas em resposta a pulsos de potencial de + 20, + 40 e + 60 mV a
partir de Vy=-70 mV, na presenca (tragcos a negro) e auséncia (controlo, tracos a cinzento) de 50 nM
iberiotoxina (IbTx). As correntes foram registadas segundo uma metodologia idéntica a da
experiéncia ilustrada na Figura 4.10 (protocolo de pulsos descrito na legenda da Figura 4.8); (B)
Curvas I/V correspondentes as correntes maximas, obtidas na auséncia (quadrados) e presenca de
IbTx (circulos). Foram aplicados pulsos de voltagem num intervalo mais extenso do que em A (ver
legenda da Figura 4.8); (C) Corrente sensivel a IbTx, obtida por subtracdo da corrente registada na
presenca da toxina a corrente registada na sua auséncia para o potencial aplicado de + 60 mV; (D)
Curva I/V para a corrente maxima sensivel a IbTx.
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As curvas 1/V, construidas com base nas correntes maximas registadas na
auseéncia e presenca de IbTx, denotam uma inibigao idéntica (14 %) das correntes a
+ 40 e + 60 mV (Figura 4.11 (B)). E ainda importante sublinhar que, 3 semelhanca
do observado em células BRIN-BD11 (ver Figura 4.9 (D)) e em células { sujeitas a
acdo de PTA (ver Figura 4.11 (D)), a curva I/V correspondente a corrente sensivel a
IbTx exibiu uma "curvatura negativa" na zona de potenciais positivos (Figura 4.14
(D)).

Em seguida descreve-se a agdo inibidora de iberiotoxina na presenca de

stromatoxina, utilizada como antes para inibir canais Kv2.

A Figura 4.15 (A) mostra o efeito inibidor de 50 nM IbTx na corrente de K*
registada na presenca de 100 nM ScTx. Tal como se observou anteriormente (ver
Figura 4.14 (A)) IbTx inibiu mais acentuadamente a corrente na fase inicial do
pulso, pondo em evidéncia uma corrente de ativacao lenta, que na Figura 4.14 (A)
nao foi tdo evidente. O efeito de IbTx foi portanto semelhante ao de PTA (ver Figura
4.13 (A)).

A Figura 4.15 (B) mostra que a corrente sensivel a IbTx, obtida subtraindo a
corrente registada na presenca da toxina (IbTx + ScTx) a corrente controlo (ScTx),
tem caracteristicas semelhantes as observadas anteriormente. Trata-se de fato de
uma corrente de ativacao rapida (tempo necessario para atingir 100(1-e1) = 63 %
da corrente maxima < 4 ms) e que atingiu um maximo em 10-25 ms, sendo
subsequentemente controlada por um processo de inativa¢do parcial que a reduziu

no final do pulso a aproximadamente 67 % da corrente maxima.

Finalmente, investigou-se a possibilidade de PTA ou IbTx inibirem a corrente
Kv. Para tal as correntes BK foram suprimidas expondo as células a uma baixa
concentracao (3 mM) de TEA* (ver seccao 4.1.1 e Figura 4.2). Tal como se ilustra na
Figura 4.16, a célula foi estimulada com pulsos de potencial de + 60 mV, o que
induziu o aparecimento das correntes de saida anteriormente descritas. Pode
verificar-se que nenhum dos inibidores BK (50 nM IbTx ou 50 nM PTA) afetou a
amplitude das correntes.

Os resultados obtidos nesta seccao indicam que penitrem A exerceu uma
acdo inibidora na corrente de K* semelhante a de iberiotoxina, refor¢ando a ideia de
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que o alcalodide inibe a corrente mediada por canais BK na célula §, tal como noutros
tipos celulares (Knaus et al., 1994; Asano et al., 2012).

Em primeiro lugar, tanto PTA como IbTx inibiram a corrente ao longo de um
pulso despolarizante. A inibicdo foi razoavelmente independente da voltagem em
ambos o0s casos e incidiu tanto na fase inicial como na fase final da corrente, ndo
obstante o fendtipo da "corrente BK" (aqui considerada como a diferenca entre a
corrente total e a corrente registada na presenca de PTA ou IbTx) ter caracteristicas

de inativacdo parcial (ver a frente).

Em segundo lugar, a "corrente BK" é uma corrente de ativacao muito rapida
(tempo necessdrio para atingir 63 % da corrente maxima a + 60 mV geralmente
inferior a 3-4 ms). Este tempo é compativel com a cinética de ativacao de canais BK
noutras preparacoes (Sah & Louise Faber, 2002; Cui et al, 2009). O facto de PTA
aumentar moderadamente a constante de tempo de ativacdo da corrente total
sugere que a "corrente BK" constitui a componente mais rapida daquela corrente.
No entanto, o reduzido valor da constante de tempo ainda assim obtido na presenca
de PTA ndo é compativel com a possibilidade de a restante corrente ser
maioritariamente a corrente Ky, cuja cinética de ativacdo é muito mais lenta. A
explicacdo mais plausivel para esta discrepancia é que a corrente tipo A (uma
corrente de ativacdo muito rapida, ver Figura 4.5 (C)) ndo esteja totalmente
inativada a Vy = -70 mV, contribuindo assim para a corrente total. Deve salientar-se
que, mesmo estando presente, esta corrente ndo contribuiria para a formacao da
"corrente BK". Desta forma, as caracteristicas cinéticas da "corrente BK" refletem
exclusivamente as propriedades de ativacao e inativagdo dos canais BK.
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Figura 4.15: Efeito de iberiotoxina na corrente registada na presenca de stromatoxina (ScTx). As
correntes foram registadas aplicando pulsos retangulares de potencial para + 60 mV a partir de Vy, =
-70 mV segundo uma metodologia idéntica a da experiéncia ilustrada na Figura 4.10. (A) Efeito de
100 nM ScTx (traco intermédio) e de 50 nM iberiotoxina (IbTx) + ScTx (trago inferior) na corrente
controlo (trago superior); (B) Corrente sensivel a IbTx, obtida por subtracdo da corrente registada na
presenca de 100 nM ScTx + 50 nM IbTx a corrente registada na presenca de ScTx.
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Em terceiro lugar, a curva I/V da "corrente BK" exibe uma "curvatura
negativa" para potenciais proximos do potencial de equilibrio de Ca2+,
provavelmente decorrente da diminui¢do da forga eletromotriz para a entrada de
Ca?*. E portanto possivel que a amplitude da corrente nio seja estritamente
determinada pela voltagem aplicada e pelo valor global da [Ca?*]i (determinado pela
solucdo da pipeta), podendo ser também afetada por influxo de Ca?* através de
canais Cav co-localizados com canais BK em subdominios membranares (Fakler &
Adelman, 2008). Contudo a referida curvatura esta longe de assumir a forma de sino
que constitui a assinatura da corrente BK (Smith et al, 1990), pelo que a
contribuicdo do influxo de Ca2+ para a activacdo de canais BK deve ser considerada
residual. De fato, nas condi¢des das experiéncias (extensa didlise do citoplasma pelo
conteudo da pipeta) os canais Cay estao sujeitos a rundown, contribuindo de forma
muito limitada para o influxo de Ca2* (Plant, 1988).

Em quarto lugar, nem PTA nem IbTx inibiram a corrente de K* resistente a 3
mM TEA*, demonstrando a insensibilidade dos canais Ky a ambos os agentes.

O processo de inativagdo observado nas "correntes BK" merece alguns
comentarios adicionais. O decaimento das correntes é particularmente acentuado
quando a célula é despolarizada para valores proximos do potencial de equilibrio de
Ca2+ (por exemplo + 60 mV), o que exclui a possibilidade de ser causado por
desativacdo de canais BK subsequente a inativacdo de canais Cav e inerente reducao
da [Ca?*]; nos sub-dominios onde estdo presentes os aglomerados Cay/BK.
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Figura 4.16: Efeito de iberiotoxina e penitrem A nas correntes induzidas por despolarizacdo, na
presenca de 3 mM TEA*. (A) Corrente observada em resposta a um pulso de potencial de +60 mV a

partir de Vi, =-70 mV, na presenca (trago a negro) e auséncia (traco a cinzento) de 50 nM iberiotoxina
(IbTx). A célula foi exposta continuamente a 3 mM TEA*; (B) O mesmo que em A, exceto que IbTx foi
substituida por 50 nM penitrem A (PTA). As correntes foram registadas segundo uma metodologia
idéntica a da experiéncia ilustrada na Figura 4.10.
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Em certos tipos celulares (por exemplo, células cromafins da medula adrenal
de rato e células tumorais secretoras de insulina RINm5F) foram detetados
processos de inativagdo de correntes BK particularmente rapidos e extensos (Solaro
& Lingle, 1992; Li et al.,, 1999). A co-expressao da subunidade a que forma o poro
(BKa) com subunidades reguladoras 2 (BKB2) (Wallner et al., 1999) ou 33 (BKB3)
(Xia et al, 1999) produziu canais com idénticas carateristicas de inativacao.
Recentemente Ohya e colaboradores descobriram uma nova variante de splicing de
BKB2 (BKB2b), amplamente expressa em tecido pancreatico humano e de roedores,
bem como em células RINm5F; surpreendentemente, ao contrario da variante de
splicing original da subunidade (32 (BK[2a), a co-expressao de BKB2b com BKa
produziu canais desprovidos de inativagdo (Ohya et al., 2010). Assim, é possivel que
a variabilidade de fenoétipos de inativacdo, observada entre diferentes tecidos e
mesmo dentro de populagdes celulares essencialmente homogéneas, possam
resultar ndo s6 da associagdo de BKa com diferentes subunidades 3 (BKB1-4, muito
embora s6 BKB2 e BKB3 confiram propriedades de inativacdo), como também da

expressao diferencial de variantes de splicing destas ultimas.

E sabido que podem ser produzidos diferentes fenétipos de inativagio em
funcdo das combinag¢des heteromultiméricas dos canais BK (4 subunidades BKa + 1
a 4 subunidades BKp) (Ding et al., 1998). Isto pode explicar o fato de, em contraste
com as “correntes BK” observadas em células BRIN-BD11 nalgumas experiéncias
(ver Figuras 4.8 e 4.9), as correntes registadas em células 3 durante o presente
trabalho exibirem consistentemente processos de inativagdo pronunciados, embora
lentos e saturaveis. Curiosamente as células HIT (insulinoma de hamster) exibem
quase exclusivamente canais BK sem inativacdo (Li et al., 1999), ao contrario de
células RINm5F, que tém sido descritas como exibindo fen6tipos quase puros de
inativagdo rapida e completa (Li et al., 1999) ou fenotipos mistos, em que certas
células exibem inativacdo e outras ndo (Ohya et al., 2010). O fendtipo de inativagao
observado por outros autores (Houamed et al, 2010) em células de murganho
assemelha-se ao aqui descrito.

As bases moleculares e fungdo do processo de inativagdo das correntes BK
permanecem largamente desconhecidos na célula f, constituindo um campo

promissor de estudo.

147



Capitulo 5

Modulacao da  atividade elétrica por
bloqueadores dos canais SK

Resultados

5.1 Acao de UCL 1684 e apamina nos bursts de
atividade elétrica

5.2 Acao de UCL 1684 e apamina nos potenciais de
acao






Resultados

5. Modulaciao da atividade elétrica por
bloqueadores dos canais SK

Neste capitulo proceder-se-a ao estudo do envolvimento de canais SK na
geracdo de potenciais de acdo e bursts de atividade elétrica da célula -pancreatica,
registados com microelétrodos intracelulares em ilhéus microdissecados. Nao foram
registadas correntes de K* mediadas por canais SK, dada a condutdncia destes

canais ser baixa e as correntes dificeis de discriminar das outras correntes Kca.

As experiéncias envolveram a perifusao de ilhéus com um inibidor peptidico
(apamina) ou ndo-peptidico (UCL 1684) de canais SK. A apamina é hoje considerada
absolutamente especifica para canais SK, inibindo os varios subtipos (SK1, SK2 e
SK3) a concentragdes sub-nM ou da ordem de poucos nM e ndo se conhecendo
proteinas distintas daquelas onde a ligacdo a toxina ocorra com perda de funcdo
(Adelman et al, 2012).

O interesse por UCL 1684 (Rosa et al., 1998) proveio do estudo de Zhang et
al. (2005), onde se mostrou que o bloqueador SK tinha a capacidade de inibir a
corrente Ksow subjacente ao burst. No entanto, nesse estudo nao foi investigado o
efeito de UCL 1684 na atividade elétrica oscilatéria. Lebrun e colaboradores (1983)
verificaram que a apamina, utilizada a concentragdes muito elevadas (1 uM),
aparentemente ndo influenciava a atividade elétrica de ilhéus de ratinho
estimulados com 11 mM glicose. Tendo-se admitido que esta aparente
insensibilidade pudesse refletir problemas de penetracao da toxina no tecido do
ilhéu, foram feitas tentativas para demonstrar o seu efeito inibidor da toxina na
corrente Ksiow. Curiosamente estas tentativas revelaram-se infrutiferas (Gopel et al,
1999; Goforth et al.,, 2002), incluindo a realizada mais recentemente por Zhang et al.
(2005).

O interesse pela ac¢ao de bloqueadores SK proveio também do conhecimento
de que os canais SK desempenham um papel fundamental na génese da AHP de
duragdo média (mAHP) e na regulacdo da excitabilidade em neurénios (Bond et al.,
1999; Adelman et al., 2012). Tendo em conta que as células do ilhéu contém os

genes que codificam os varios canais SK (Tamarina et al., 2003), pareceu plausivel
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que a atividade elétrica da célula B-pancreatica pudesse ser afectada por apamina e

UCL 1684 ao nivel do potencial de a¢ao (p.a.).

5.1 Acao de UCL 1684 e apamina nos bursts de
atividade elétrica

O papel dos canais SK na atividade elétrica oscilatéria foi primeiramente
investigado recorrendo a UCL 1684 (0,5-1 uM), aplicado a ilhéus estimulados com

11 mM glicose.

A Figura 5.1 ilustra a atividade elétrica registada em condi¢des controlo (11
mM glicose, esquerda) e na presenca do fadrmaco, tal como é indicado a direita pela
barra horizontal. Tal como se observou anteriormente, a atividade elétrica consiste
em fases hiperpolarizadas (silenciosas) que alternam com fases despolarizadas
(ativas) onde se sobrepdem potenciais de acao.

Surpreendentemente, tomando em conta os efeitos de UCL 1684 na corrente
Ksiow descritos por Zhang et al. (2005), uma inspe¢do rapida da Figura 5.1 nao
permite detectar efeitos substanciais do fArmaco. No entanto, uma inspecao mais
apurada, possibilitada pela expansao temporal das oscilagdes, permite detectar
alguns efeitos mais subtis que importa realcar, tipificados em termos do potencial
de patamar (tomado como o potencial limiar médio dos potenciais de ac¢ao),
principalmente na fase inicial dos bursts. Esta inspecdo real¢a também o efeito do
farmaco na duracao dos bursts.
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Figura 5.1: Efeito de UCL 1684 na atividade elétrica oscilatéria. Registo do potencial de membrana
da célula B-panceatica num ilhéu isolado, exposto continuadamente a 11 mM glicose (G11). UCL 1684

foi adicionado e mantido em solugdo tal como é indicado pela barra horizontal.

A interrupgdo do

registo tem a durag¢do de 4 minutos. Sdo também ilustradas expansdes de bursts representativos,

registados durante o controlo e na presenca de UCL 1684.
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Assim, na experiéncia ilustrada na Figura 5.1, verificou-se que o potencial de
patamar no inicio (primeiros segundos) do burst é cerca de 1,6 mV mais positivo na
presenca de UCL 1684 relativamente ao controlo (valores médios: - 43,1 + 1,6 mV
vs. -44,7 + 1,5 mV, respectivamente; n = 72-86 p.a., p < 0,01). O desvio do potencial
de patamar para valores mais positivos, induzido por aplicagdo de 0,5 uM UCL 1684,
foi observado num conjunto mais alargado de experiéncias (6 e 4 ilhéus expostos a
0,5 e 1 uM UCL 1684, respetivamente).

A andlise do efeito de UCL 1684 (0,5 e 1 uM) na duracao média dos bursts,
medida no controlo e ao fim de cerca de 10 minutos de aplicagdo do farmaco, é

apresentada na Figura 5.2 para as varias experiéncias efetuadas.

Contrariamente ao esperado com base no efeito de UCL 1684 na corrente
Ksiow descrito por Zhang et al. (2005), verificou-se que o efeito predominante do
farmaco foi o de diminuir a duracao dos bursts (9 ilhéus em 10). No entanto, em
varios casos a extensdo do efeito foi ligeira e nao teve significado estatistico (ver
legenda da Figura 5.2). Quando expressa em termos da percentagem da duragdo
medida no controlo, a diminui¢do média da duragao induzida por 0,5 e 1 uM UCL
1684 foide 17 £ 14 % e 14 + 11 %, respetivamente.

152



Resultados

10 - 7 A,

16 +

jl

12 +

6L

Duracao oscilagdes (s)
@]
Duracao oscilagées (s)
o\
O

)

8 M

Controlo UCL 1684 Controlo UCL 1684
0.5 uM 1 uM

Figura 5.2: Efeito de UCL 1684 na duracdo média dos bursts de atividade elétrica. Para cada
experiéncia, realizada de acordo com um protocolo semelhante ao da Figura 5.1, a duracdo média
dos bursts foi determinada no controlo (11 mM glicose) e aproximadamente ao fim de 10 minutos de
aplicacdo de 0,5 uM (grafico a esquerda) e 1 uM UCL 1684 (grafico a direita). Diminui¢des da duragao
com significado estatistico para as experiéncias com 0,5 uM UCL 1684: quadrados, losangos e
triangulo orientados para a direita (valores de p inferiores a 0,001, 0,01 ou 0,05); diminui¢cdes da
duracao com significado estatistico para as experiéncias com 1 uM UCL 1684: tridngulos normais e
triangulos orientados para baixo (valores de p inferiores a 0,001 ou 0,01). A experiéncia ilustrada na
Figura 5.1 corresponde aos tridngulos orientados para a direita no grafico a esquerda.
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A apamina afetou os bursts de atividade elétrica de uma forma semelhante ao
observado com UCL 1684, tal como se ilustra na Figura 5.3 (A). A toxina foi aplicada
invariavelmente a concentracdo de 1 uM, de modo a maximizar os efeitos na célula
B-pancredatica, principalmente quando esta se localizava numa regido menos

superficial do ilhéu.

E de fato visivel, em primeiro lugar, que a apamina reduziu a duragio dos
bursts (3 ilhéus em 4; Figura 5.3 (B)). Quando expressa em termos da percentagem
da duracdo medida no controlo, a diminuicdo média da duragdo induzida por
apamina foi de 18 * 7 %. Este valor é da mesma ordem de grandeza que os

calculados anteriormente para os efeitos de 0,5 e 1 uM UCL 1684.

A analise dos bursts expandidos (Figura 5.3 (A)) permite verificar, por outro
lado, que, na presenca de apamina, os potenciais de acdo no inicio do burst sdo
disparados a partir de valores de potencial de membrana significativamente mais
positivos do que os registados no controlo. Ou seja, o potencial de patamar no inicio
do burst foi aumentado por apamina, em concordancia com o verificado com UCL
1684.
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Figura 5.3: Efeito de 1 uM apamina na atividade elétrica oscilatéria. (A) Registo do potencial de
membrana da célula B-pancreatica num ilhéu isolado, exposto continuadamente a 11 mM glicose
(G11). A apamina foi adicionada e mantida em solugdo tal como é indicado pela barra horizontal. A
interrup¢do do registo tem a duracdo de 4 minutos. Sdo também ilustradas expansdes de bursts
representativos, registados durante o controlo e na presen¢a de apamina. O retdngulo representa
uma expansdo temporal do registo de atividade elétrica delimitado pelo segmento identificado com
letra a (fase inicial do burst); (B) Efeito de 1 uM apamina na duracdo média dos bursts de atividade
elétrica. Para cada experiéncia, realizada de acordo com um protocolo semelhante ao do painel A, a
duracao média dos bursts foi determinada no controlo (11 mM glicose) e aproximadamente ao fim de
10 minutos de aplicacdo de apamina. Diminui¢do da duracdo com significado estatistico: tridngulo
normal (p < 0,001). A experiéncia ilustrada no painel A corresponde ao tridngulo orientado para
cima.
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Os dados relativos a duracdo do burst sugerem que os canais SK ndo
representam a principal condutancia de Ksow, um ponto que serd retomado na

Discussao.

5.2 Acao de UCL 1684 e apamina nos potenciais de
acao

Na experiéncia ilustrada na Figura 5.3 (A) pode verificar-se que a apamina
afetou profundamente a regularidade de disparo dos potenciais de a¢do, induzindo
agrupamentos de potenciais de acdo incompletos separados por periodos
hiperpolarizados. Muito embora este padrao "caotico" de disparo nao tenha sido
produzido por UCL 1684 na experiéncia ilustrada na Figura 5.1, foi observado em
varias outras experiéncias em que o bloqueador foi utilizado. A disrup¢ao causada

por UCL 1684 (0,5 ou 1 uM) e apamina sera descrita em seguida.

A Figura 5.4 (A) ilustra uma experiéncia em que a disrup¢ao do disparo de
potenciais de acdo causada por UCL 1684 foi particularmente evidente,
apresentando-se a fase ativa de um burst representativo do periodo controlo (a
esquerda) e a fase ativa de um burst representativo do periodo em que foi aplicado o
bloqueador (a direita).
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Figura 5.4: Disrupcdo do disparo de potenciais de acdo por UCL 1684. (A) Fases ativas de bursts
representativos da atividade elétrica, registada no controlo (G11) e ap6s exposicdo do ilhéu a 1 uM
UCL 1684; (B) (grafico a esquerda) Curso temporal do valor médio do potencial de undershoot
(potencial mais negativo atingido imediatamente apds cada potencial de ac¢do), calculado apoés
amostragem de 200 em 200 ms (primeiro periodo de 2 s) ou de 400 em 400 ms (até ao final do burst)
ao longo de trés bursts, registados durante o periodo controlo (tridngulos vazios) ou ap6s aplicagao
de UCL 1684 (triangulos a cheio). Os dados, obtidos a partir da experiéncia ilustrada no painel A, sdo
apresentados como média + desvio padrdo; (B) (grafico a direita) Efeito da aplicagdo de 0,5 uM UCL
1684 (circulos), 1 uM UCL 1684 (triangulos) ou 1 uM apamina (quadrados) nos valores médios dos
potenciais de undershoot, calculados durante o primeiro segundo de cada um de trés bursts a partir
de experiéncias semelhantes a ilustrada no painel A. O controlo refere-se ao periodo em que o ilhéu
se encontra exposto a 11 mM glicose sem bloqueador; (C) (grafico a esquerda) Curso temporal ao
longo do burst do valor médio da frequéncia de potenciais de agdo, calculado ap6s amostragem
idéntica a descrita em B para o periodo controlo (tridngulos vazios) ou apés aplicacdo de UCL 1684
(tridangulos a cheio); (C) (grafico a direita) Efeito da aplicacdo de 0,5 uM UCL 1684 (circulos), 1 uM
UCL 1684 (tridngulos) ou 1 uM apamina (quadrados) nos valores médios da frequéncia dos
potenciais de ac¢do, calculados durante o primeiro segundo de cada um de trés bursts a partir de
experiéncias semelhantes a ilustrada no painel A.
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A aplicacdo de UCL 1684 traduziu-se no disparo de grupos de potenciais de
acao em que estes nao sofreram o processo de repolarizacio completo,
eventualmente separados por periodos hiperpolarizados com duragao variavel. Os
potenciais mais negativos atingidos imediatamente apds cada potencial de acdo
(aqui designados como "potenciais de undershoot") definiram assim um contorno

irregular, indicativo de uma despolarizagdo global dentro do burst.

A Figura 5.4 (B) (grafico a esquerda) representa uma tentativa de colocar
em evidéncia este contorno de potencial. Para tal procedeu-se a uma amostragem
dos potenciais de undershoot de 200 em 200 ms ao longo do primeiro periodo de 2 s
de cada um de trés bursts (contado a partir da ocorréncia do primeiro potencial de
acdo), a que se seguiu uma amostragem de 400 em 400 ms até ao final do burst,
tanto na situagdo controlo como na presen¢a de UCL 1684. O grafico mostra o curso
temporal do valor médio * desvio padrao de todos os potenciais medidos para cada

periodo homélogo de amostragem.

Pode verificar-se que, em média, os potenciais de acdo sofreram
repolarizacdo para valores bastante mais negativos na situagdo controlo. Estes
valores mantiveram-se essencialmente constantes ao longo do burst. No caso de
ilhéus expostos a UCL 1684, o potencial de undershoot médio aumentou durante o
primeiro segundo do burst, a que se seguiu um decaimento para um patamar cerca
de 6 mV mais despolarizado do que o patamar controlo.

A média dos potenciais de undershoot foi calculada para todas as
experiéncias realizadas com UCL 1684 (0,5 e 1 uM) ou apamina. O calculo envolveu,
para cada experiéncia, todos os potenciais de agdo disparados ao longo do primeiro
segundo de cada um de trés bursts, registados no periodo controlo ou na presenga
do bloqueador. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.4 (B) (grafico a
direita).

Pode verificar-se que o potencial de undershoot médio, calculado na fase
inicial do burst, sofreu uma alteracao consideravel (isto é, assumiu valores menos
negativos) num numero elevado de experiéncias (9 em 12) apds aplicagdo do

bloqueador. Nos restantes casos permaneceu inalterado ou sofreu ligeiras
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alteragdes para valores mais negativos. A tendéncia de variacdo nao pareceu

depender da natureza ou concentracao do bloqueador.

O efeito de UCL 1684 nos potenciais de undershoot, medido durante a fase
inicial do burst, foi acompanhado por um aumento acentuado da frequéncia dos
potenciais de acdo, tal como se ilustra na Figura 5.4 (C) (grafico a esquerda) para
a experiéncia do painel A. Este aumento foi transitdrio, ocorrendo um decaimento
rapido para valores préximos do controlo ao fim de aproximadamente 1 s. E de
salientar que a frequéncia dos potenciais de a¢do, determinada no periodo controlo

da experiéncia, sofreu um decaimento exponencial desde o inicio do burst.

A frequéncia média dos potenciais de acdo foi calculada para todas as
experiéncias realizadas com UCL 1684 (0,5 e 1 uM) ou apamina. Tal como para os
potenciais de undershoot o célculo envolveu, para cada experiéncia, todos os
potenciais de acdo disparados ao longo do primeiro segundo de cada um de trés
bursts, registados no periodo controlo ou na presenc¢a do bloqueador. Os resultados
sdo apresentados na Figura 5.4 (C) (grafico a direita).

Pode verificar-se que a frequéncia média dos potenciais de a¢do, calculada na
fase inicial do burst, sofreu um aumento consideravel apds aplicacdo do bloqueador
em 50 % das experiéncias (6 em 12). Nos restantes casos permaneceu inalterada ou

sofreu ligeiras diminuicdes.

Proceder-se-a em seguida a uma tentativa para avaliar a acdo de apamina e
UCL 1684 noutras caracteristicas dos potenciais de a¢do, ndo imediatamente
perceptiveis nos registos até aqui apresentados: amplitude, duracio e AHP

(hiperpolarizagao pés potencial).

Uma das consequéncias da aplicagdo dos bloqueadores, anteriormente
evidenciada, é o desvio do potencial limiar de disparo dos potenciais de acdo para
valores menos negativos. Este desvio, de amplitude variavel de ilhéu para ilhéu,
tendeu a ser mais pronunciado em experiéncias em que os bloqueadores
provocaram uma disrup¢do mais acentuada do padrio de disparo. E plausivel que as
carateristicas dos potenciais de a¢do atras referidas (amplitude, duragdo e AHP)
dependam criticamente do valor do potencial limiar, razdo por que a anadlise se

restringiu, para cada experiéncia, a um sub-conjunto de potenciais de agdo com

159



Modulac¢do da atividade elétrica por bloqueadores dos canais SK

limiares de disparo praticamente “isopotenciais”, tanto no periodo controlo como
durante a aplicacdo do bloqueador. Esta exigéncia fez com que certas experiéncias
ndo pudessem ter sido consideradas para andlise, dada a escassez (ou mesmo
auseéncia) de potenciais de acdo com limiares de disparo "isopotenciais”. A analise
foi também restringida a potenciais de a¢do ndo agrupados (ndo exibiram
repolarizagdes completas).

A Figura 5.5 é representativa das seis experiéncias efetuadas com UCL 1684
(0,5 ou 1 uM) em que foi possivel fazer uma amostragem significativa de potenciais
de acdo com limiares de disparo "isopotenciais”. Nesta experiéncia, o intervalo de
potenciais considerado para a restricao dos potenciais de a¢do foi o compreendido
entre - 40 e - 38 mV. O painel A mostra registos expandidos da fase ativa de burts,

obtidos no controlo e durante aplicagdo de 1 uM UCL 1684.

Pode verificar-se (Figura 5.5 (B)) que UCL 1684 aumentou ligeiramente a
amplitude dos potenciais de acdo, ndo sendo no entanto o efeito estatisticamente
significativo nesta experiéncia. A duragao dos potenciais de a¢do foi aumentada em
12 % (n = 43 potenciais de acdo para cada uma das condig¢oes, p < 0,05). Ja a AHP foi
inibida em 14 % (n = 43 potenciais de acao para cada uma das condigdes, p < 0,05).
Efeitos qualitativamente idénticos, embora de extensdo variavel, foram obtidos em
duas experiéncias adicionais com 1 uM UCL 1684 e em trés experiéncias com 0,5 uM
UCL 1684.
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Figura 5.5: Efeito de UCL 1684 nos potenciais de acdo em condicdes "isopotenciais” de limiar de
disparo. (A) Um ilhéu foi exposto a 11 mM glicose (G11) e a 1 uM UCL 1684 na presenca continua de

glicose, segundo um protocolo idéntico ao da Figura 5.1. Sdo apresentados registos expandidos de
atividade elétrica, obtidos no periodo controlo (esquerda) e na presenca do farmaco (direita). A
analise dos varios parametros dos potenciais de acdo foi restringida a um sub-conjunto de potenciais
de acdo com limiares de disparo praticamente isopotenciais (entre -40 mV e -38 mV), tanto no
periodo controlo como durante a aplicagdo do bloqueador (informacdo mais detalhada no texto
principal); (B) Andlise de varios parametros dos potenciais de acdo com limiares de disparo
"isopotenciais”. A hiperpolariza¢ido p6s potencial foi abreviada para HPP (AHP no texto principal). As
colunas representam as médias + desvio padrdo (n=43 para os diferentes parametros; *p < 0.05).
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A Figura 5.6 é representativa das duas experiéncias efetuadas com 1 uM
apamina em que foi possivel fazer uma amostragem significativa de potenciais de
acdo com limiares de disparo "isopotenciais”. Nesta experiéncia, o intervalo de
potenciais considerado para a restricdo dos potenciais de acdo foi o compreendido
entre -34 e -33 mV.

Pode verificar-se (Figura 5.6 (C)) que a acao de apamina nos trés
parametros foi qualitativamente idéntica a de UCL 1684. De facto, enquanto que a
amplitude dos potenciais de acdo praticamente nao sofreu alteracao, a duracao foi
aumentada em 17 % (n = 7 p.a. no controlo e 13 p.a. na presenca da toxina; p < 0,05)
e a AHP reduzida em 47 % (n = 7 p.a. no controlo e 13 p.a. na presenca da toxina; p <
0,01). Estes efeitos podem também observar-se nos registos sobrepostos de
potenciais de acdo da Figura 5.6 (B). Efeitos qualitativamente idénticos, embora de

extensao variavel, foram obtidos numa experiéncia adicional com 1 uM apamina.
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Figura 5.6: Efeito de apamina nos potenciais de acdo em condicdes "isopotenciais" de limiar de
disparo. (A) Um ilhéu foi exposto a 11 mM glicose (G11) e a 1 uM apamina na presen¢a continua de
glicose, segundo um protocolo idéntico ao da Figura 5.3. Sdo apresentados registos expandidos de
atividade elétrica, obtidos no periodo controlo (esquerda) e na presenca da toxina (direita). A analise
dos varios parametros dos potenciais de acdo foi restringida a um sub-conjunto de potenciais de agao
com limiares de disparo praticamente isopotenciais (entre -34 mV e -33 mV), tanto no periodo
controlo como durante a aplicagdo do bloqueador (informac¢do mais detalhada no texto principal) (B)
Potenciais de acdo sobrepostos com idéntico limiar de disparo (indicado pela linha horizontal),
registados no controlo (G11) e na preseng¢a de apamina ("G11 + Apamina"); (C) Andlise de varios
parametros dos potenciais de agdo com limiares de disparo "isopotenciais". ". A hiperpolarizacio pés
potencial foi abreviada para HPP (AHP no texto principal). As colunas representam as médias *
desvio padrdo (n = 7-13 para os diferentes parametros). *, p < 0,05; **, p<0,01.
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Foram finalmente realizadas experiéncias preliminares em condi¢des de
disparo continuo a uma frequéncia constante. Nestas experiéncias os ilhéus foram
expostos a uma concentragao muito elevada de glicose (30 mM) ou a um bloqueador
de canais Karp (tolbutamida a concentragcdo de 500 uM) na presenca de 11 mM
glicose. Ambas as intervenc¢des resultaram na despolarizacdo das células e na
inducdao de um padrao de disparo continuo de potenciais de acao, ilustrado na

Figura 5.7 (registo superior) para a experiéncia com 30 mM glicose.

Pode verificar-se que, na presenga de 0,5 uM UCL 1684 (registo inferior), os
potenciais de a¢do exibiram frequentemente uma repolarizacao incompleta (ex: 19,
39, 42 e 62 na Figura 5.7, painel inferior). Em consonancia com o anteriormente
descrito para situacdes "isopotenciais” do limiar de disparo em experiéncias com 11
mM glicose, e quando analisados somente os potenciais de acdo que exibiram
repolarizacdes completas (ex: 22, 52 e 72 na Figura 5.7, painel inferior), o firmaco
reduziu a AHP e aumentou a duracao dos potenciais de acdao. O UCL 1684 teve
efeitos semelhantes quando aplicado na presenca de tolbutamida, com a diferenca
de que se verificou um aumento mais pronunciado da amplitude dos potenciais de

acao.
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Figura 5.7: Efeito de UCL 1684 na atividade elétrica em 30 mM glicose. Um ilhéu foi exposto a 30 mM
glicose (G30) e a 0,5 uM UCL 1684 na presenca continua de glicose, segundo um protocolo idéntico
ao da Figura 5.1. Sdo apresentados registos expandidos de atividade elétrica, obtidos no periodo
controlo (em cima) e na presenca do farmaco (em baixo).

Estes resultados sugerem que os canais SK, ao contrario dos canais BK, sdo
ativados durante a repolarizacdo do potencial de agdo contribuindo para a duragao
deste, bem como para a AHP.
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6. Eletrofisiologia de um bloqueador dos canais
IK

Neste capitulo proceder-se-a ao estudo do envolvimento de canais IK na
geracdo de potenciais de acdo e bursts de atividade elétrica, registados com
microelétrodos intracelulares em ilhéus microdissecados. Foram ainda registadas
correntes de K* mediadas por canais IK, com o objectivo principal de validar a
ferramenta farmacolégica utilizada (TRAM-34).

Até ao momento nao foram reportadas correntes IK na célula 3-pancreatica.
No entanto, em células BTC-3 e células B-porcinas foi descrita uma corrente Kca de
ativacdo lenta, insensivel a apamina e inibida por clotrimazole, isto é, com as

carateristicas principais de uma corrente IK (Kozak et al., 1998).

O interesse por TRAM-34 (Wulff et al., 2000) proveio do estudo de Dufer et.
al. (2009), onde se mostrou que o bloqueador IK tinha a capacidade de inibir a
corrente Ksiow subjacente ao burst.

Em neurdnios, o processo de adaptacdao da frequéncia de disparo de
potenciais de acdo é causado pela corrente subjacente a AHP de duragdo longa
(sAHP). Os canais responsaveis por esta corrente permanecem largamente
desconhecidos (Andrade et al., 2012), apesar de se admitir o envolvimento de canais
IK nalguns tipos celulares (Neylon et al., 2006; Nguyer et al., 2007). Tendo em conta
que a corrente Ksiow da célula B-pancreatica tem as caracteristicas da corrente sAHP,
pareceu plausivel que a adaptacao de frequéncia ao longo de um burst de potenciais
de acdo pudesse ser afetada por bloqueio da corrente IK.
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6.1 Acdo de TRAM-34 nos bursts de atividade elétrica

O papel dos canais IK na atividade elétrica oscilatéria foi investigado
recorrendo a TRAM-34 (2,5-7,5 uM), aplicado a ilhéus estimulados com 11 mM
glicose.

Tomando em conta o efeito inibidor de TRAM-34 na corrente Ksiow, descrito
por Dufer et. al. (2009), esperar-se-ia que o farmaco aumentasse a duragdo dos
bursts de atividade elétrica. Este efeito é de fato visivel numa das experiéncias
ilustradas na Figura 6.1 (A - ilhéu 1), em que se verificou que 7,5 uM TRAM-34,
aplicado na presenca de 11 mM glicose, aumentou progressivamente a duragdo da
fase ativa dos bursts. O resultado € representativo de 3 experiéncias num total de 5,

realizadas segundo um protocolo idéntico.

Nas restantes duas experiéncias nao se verificou, surpreendentemente, o
efeito esperado. Na realidade, tal como se pode observar na segunda experiéncia
ilustrada na Figura 6.1 (B - ilhéu 2, ver bursts expandidos), 7,5 uM TRAM-34
reduziu a duragdo da fase ativa dos bursts, efeito que persistiu durante a exposi¢do

ao farmaco.
Uma inspeccdo mais apurada dos registos permitiu ainda verificar que

TRAM-34 reduziu a duracdo da fase hiperpolarizada (silenciosa) dos bursts em

todas as experiéncias efectuadas.
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Figura 6.1: Efeito de TRAM-34 na atividade elétrica oscilatéria. Registos do potencial de membrana
da célula B-pancredtica em dois ilhéus isolados diferentes (A - ilhéu 1; B - ilhéu 2), expostos
continuadamente a 11 mM glicose (G11). TRAM-34 foi adicionado e mantido em solucdo tal como é
indicado pela barra horizontal. S3do também ilustradas expansdes temporais de bursts
representativos de cada experiéncia, registados durante o controlo e na presenca de TRAM-34.
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O curso temporal dos efeitos de TRAM-34 na duracdo da fase ativa e
silenciosa dos bursts, relativo as duas experiéncias ilustradas na Figura 6.1, é
apresentado na Figura 6.2. Esta andlise envolveu o computo do valor médio da
duracdo da fase ativa (ou silenciosa) em grupos consecutivos de trés bursts, antes e
depois da aplicacao do farmaco.

Pode verificar-se que o aumento da durag¢do da fase ativa e a diminui¢ao da
duracao da fase silenciosa, causados por TRAM-34 na experiéncia do ilhéu 1, se
acentuaram ao longo de todo o periodo de aplicacdo, tendendo para a estabilizacdo
ao fim de 15-20 minutos. Ja& a diminuicao da duragdo das fases activa e silenciosa,
observada na experiéncia do ilhéu 2, pareceu sofrer estabilizacdo mais cedo,
tendendo para um maximo ao fim de aproximadamente 10 minutos de aplicagdo de
TRAM-34. Tendo em conta a variabilidade do tempo de aplicacao do fArmaco nas
varias experiéncias (14-28 minutos), considerou-se razoavel proceder a
quantificacao dos efeitos aos 13-15 minutos de aplicagao.
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Figura 6.2: Curso temporal dos efeitos de TRAM-34 na duracdo da fase ativa e silenciosa dos bursts.
Dados obtidos a partir das experiéncias ilustradas na Figura 6.1 (A - ilhéu 1; B - ilhéu 2). "G11"
assinala a parte controlo de cada experiéncia (ilhéu exposto a 11 mM glicose antes da aplicagdo do
farmaco) e "7,5 uM TRAM-34" a parte da experiéncia em que o ilhéu é exposto ao farmaco na
presenca de 11 mM glicose. A aplicagdo de TRAM-34 é assinalada pela linha vertical a tracejado
(tempo 0). Os pontos representam os valores médios da duragdo da fase ativa (circulos) ou silenciosa
(quadrados) em grupos consecutivos de trés bursts.
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A andlise do efeito de 7,5 uM TRAM-34 na duracao média das fases ativa e
silenciosa dos bursts, medida no controlo e ao fim de 13-15 minutos de aplicacao do

farmaco, é apresentada na Figura 6.3 para as varias experiéncias efetuadas.

Tal como se salientou acima, 7,5 uM TRAM-34 aumentou a duracao da fase
ativa em 3 experiéncias e reduziu-a em 2 experiéncias, sendo os efeitos
estatisticamente significativos em todos os casos (ver legenda da Figura 6.3). Por
outro lado, o fArmaco reduziu significativamente a dura¢do da fase silenciosa nas
varias experiéncias; quando expressa em termos da percentagem da duracdo
medida no controlo, a diminuicdo média da duracdo foi de 27 + 14 %. A
consequéncia foi um aumento da fragdo de tempo na fase ativa de 7 - 32% (valor

médio 20 + 9%), igualmente visivel na Figura 6.3.
A Figura 6.3 inclui ainda resultados de uma experiéncia em que se utilizou

TRAM-34 a concentragdo de 2,5 uM (igualmente em 11 mM glicose) e de uma
experiéncia em que se utilizou 7,5 uM TRAM-34 na presenca de 15 mM glicose.
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Figura 6.3: Efeito de TRAM-34 em parametros temporais dos bursts de atividade elétrica. Para cada
experiéncia, realizada de acordo com um protocolo semelhante ao da Figura 6.1, a duragdo média da
fase ativa (grafico a esquerda), a duracdo média da fase silenciosa (grafico ao centro) e a fracdo de
tempo na fase ativa dos bursts (grafico a direita) foram determinadas no controlo e ao fim de 13-15
minutos de aplicacdo de TRAM-34. Em 5 experiéncias o controlo correspondeu a 11 mM glicose e a
concentracdo de TRAM-34 foi 7,5 uM (pontos unidos por linhas a cheio); numa experiéncia manteve-
se a condi¢do controlo mas a concentragdo do farmaco foi diminuida para 2,5 uM (linhas a tracejado);
noutra experiéncia manteve-se a concentragido do firmaco mas a concentragdo de glicose no controlo
foi alterada para 15 mM (linhas a ponteado). Os efeitos de TRAM-34 na duragdo da fase ativa e na
duracdo da fase silenciosa foram estatisticamente significativas em todos os casos (valores de p
inferiores a 0,001 ou 0,05). Os valores relativos as experiéncias ilustradas na Figura 6.1 (ilhéu 1 e
ilhéu 2) foram assinalados com circulos e losangos, respectivamente.
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6.2 A¢cao de TRAM-34 nos potenciais de acao

Os registos apresentados nas experiéncias das Figura 6.4 e Figura 6.5,
reproduzidos com maior resolugdo temporal, permitem verificar o padrdao de
distribuicdo dos potenciais de acdo ao longo do burst, tanto em condigdes controlo
(11 mM glicose, registos a esquerda) como ao fim de 13-15 minutos de exposi¢do a
TRAM-34 (registos a direita).

A inspecc¢do visual dos registos sugere a ocorréncia de um processo de
adaptacdo do disparo dos potenciais de acdao na auséncia do farmaco, cuja
frequéncia e amplitude decaiem progressivamente ao longo do burst, muito embora
com cinéticas e intensidades variaveis de ilhéu para ilhéu (o ilhéu testado na Figura
6.4 parece exibir um processo de adapta¢do mais rapido do que o ilhéu testado na
Figura 6.5). E também visivel que TRAM-34 teve um efeito pronunciado na
distribuicdo dos potenciais de agdo em ambos os casos, parecendo enlentecer o
decaimento da frequéncia e proporcionando o disparo de potenciais com
amplitudes consideraveis ao longo do burst.

A quantificagdo do efeito do farmaco na frequéncia exigiu a implementacgao
de um protocolo de amostragem dos potenciais de a¢do, envolvendo a segmentagao
de varios bursts em periodos de 1 segundo tanto em condi¢des controlo como na
presenca de TRAM-34 (13-15 minutos), apds o que se determinou a frequéncia

meédia de disparo para cada periodo.

A variacdo desta frequéncia "instantanea" ao longo do burst esta
exemplificada pela experiéncia da Figura 6.4 (B). Pode verificar-se que a frequéncia
de disparo decaiu ao longo do tempo tanto no periodo controlo como na presenca
do farmaco, sendo no entanto a velocidade de decaimento claramente inibida por
TRAM-34.
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Figura 6.4: Adaptacdo da frequéncia de disparo ao longo do burst e inibicdo por TRAM-34. (A) O
ilhéu foi exposto a 11 mM glicose (G11) e a 7,5 uM TRAM-34 na presenga continua de glicose,
segundo um protocolo idéntico ao da Figura 6.1. Sdo apresentados registos expandidos da atividade
elétrica ao longo de dois bursts, obtidos no periodo controlo (esquerda) e ao fim de
aproximadamente 14 minutos na presenca do farmaco (direita); (B) Curso temporal do valor médio
da frequéncia de disparo de potenciais de acdo, calculado apés amostragem de 1 em 1 s ao longo de
cinco bursts, registados durante o periodo controlo (circulos vazios) ou 13-15 minutos apés aplicagao
de TRAM-34 (circulos a cheio). As curvas representam o melhor ajuste dos dados experimentais a
uma fungdo de decaimento mono-exponencial (ver texto principal).
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A variacdo da frequéncia foi descrita pela funcdo de decaimento mono-
exponencial F = Foexp(-t/t) + F1, em que Fo e F1 sdo constantes e T representa a
constante de tempo do decaimento. Os valores das constantes de tempo,
determinados para a experiéncia ilustrada na Figura 6.4 através do melhor ajuste
dos dados experimentais a fun¢do F(t) na auséncia e presenca do farmaco, foram 2.1

s e 4.9 s, respetivamente.

O decaimento da amplitude dos potenciais de acao foi avaliado através da sua
amostragem durante a fase inicial (primeiro segundo) e durante a fase final de
disparo no burst (ultimo segundo), tanto em condi¢des controlo como na presenga
de TRAM-34 (13-15 minutos), apds o que se determinou a amplitude média para
cada periodo. Tirando partido de uma pequena variabilidade da duracao dos bursts
registados durante cada um dos estados, para o processo de amostragem foram

intencionalmente seleccionados bursts com duracées mais aproximadas.

A variacdo maxima da amplitude dos potenciais de ac¢ao ao longo do burst,
determinada através deste protocolo de amostragem, esta exemplificada pela
experiéncia da Figura 6.5. Pode verificar-se que a amplitude decaiu tanto no
periodo controlo como na presenca de TRAM-34; a extensao do decaimento foi, no
entanto, claramente menor na presen¢a do farmaco (cerca de 6 % vs. 61 % no
controlo).
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Figura 6.5: Decaimento da amplitude dos potenciais de acdo ao longo do burst e inibicdo por TRAM-

34. (A) O ilhéu foi exposto a 11 mM glicose (G11) e a 2,5 uM TRAM-34 na presen¢a continua de
glicose, segundo um protocolo idéntico ao da Figura 6.1. Sdo apresentados registos expandidos da
atividade elétrica ao longo de dois bursts, obtidos no periodo controlo (esquerda) e ao fim de
aproximadamente 14 minutos na presenca do farmaco (direita); (B) Valores médios da amplitude
dos potenciais de acdo em cinco bursts, calculados na fase inicial (primeiro segundo) e na fase final de
disparo (dltimo segundo), tanto durante o periodo controlo da experiéncia (circulos vazios) como
durante aplicagdo de TRAM-34 (13-15 minutos; circulos a cheio). Os dados sdo apresentados como

média * desvio padrao.
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Os resultados acima apresentados sugerem que o bloqueio dos canais IK se
opde a adaptacdo de frequéncia e concomitante decaimento da amplitude dos
potenciais de acdo ao longo do burst. O aumento expectavel de calcio intracelular
favoreceria a terminag¢do do burst (via ativagdo da componente da corrente Ksow ndo
afetada por TRAM-34), podendo ter como resultado liquido a diminui¢do da duragao
do burst, tal como se observou nalgumas experiéncias. Nas restantes, em que se
observou um aumento da duragdo, preponderaria o efeito da inibicdo da
componente IK da corrente Ksiow. Esta hipdtese sera retomada na Discussao.

Testou-se finalmente o efeito de TRAM-34 numa situagdo em que a célula f3-
pancreatica dispara continuamente potenciais de acdo, a fim de remover os
constrangimentos de andlise causados pelos fenémenos de adaptacdo atras
descritos.

Tal como se pode observar na experiéncia ilustrada na Figura 6.6, em que se
expds o ilhéu ao farmaco na presenca do agente despolarizante tolbutamida,
verificou-se que TRAM-34 aumentou acentuadamente a duracdo e amplitude dos
potenciais de acdo. Foram observados efeitos idénticos numa segunda experiéncia
efetuada com tolbutamida. Deve salientar-se que a duragao dos potenciais de acdo
registados na presenga da sulfonilureia (cerca de 100-150 ms) é muito superior a
durac¢do na sua auséncia (cerca de 10-20 ms).

Estes efeitos contrastam com as observagdes anteriores em ilhéus
simplesmente expostos a glicose, em que TRAM-34 nao afetou as carateristicas (por
exemplo, amplitude e dura¢do) dos potenciais de acdo registados no inicio dos
bursts (ver registos mais expandidos na Figura 6.5). Isto sugere fortemente que
TRAM-34 ndo interfere com os canais (em particular os canais Cav e Ky) que
contribuem para os potenciais de acdo da célula 3, em concordancia com a literatura
(Jensen et al., 2001; Wulff et al., 2007). Aquelas observagdes sugerem igualmente
que os canais IK ndo contribuem para a repolarizacdo dos potenciais de acdo em
condicdes fisiologicas (isto é, na auséncia de tolbutamida), provavelmente porque a
sua duracdo é tal que os aumentos da [Ca2*]i correspondentes ndo sao suficientes
para ativar significativamente os canais. A apreciacdo dos efeitos observados na

presenca de tolbutamida sera retomada na Discussao.
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Figura 6.6: Efeitos de TRAM-34 nos potenciais de acdo em células despolarizadas com tolbutamida.
(A) Um ilhéu foi exposto a 11 mM glicose (G11) + 500 uM tolbutamida (controlo, registo a esquerda)
ea 7,5 uM TRAM-34 (~13 min) na presenca continua de glicose e tolbutamida (registo a direita); (B)
Anélise de varios parametros dos potenciais de ac¢do (amplitude, duragdo e intervalo entre
potenciais de acdo consecutivos), medidos no periodo controlo e ao fim de 13-15 minutos na
presenca de TRAM-34. As colunas representam as médias + desvio padrdo (n=52-53 para a
amplitude, n=48-52 para a duragdo e n=11-30 para o intervalo entre potenciais de acgdo). ***
p<0.001.
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6.3 Sensibilidade farmacolégica da corrente IK

Nesta sec¢do avaliou-se a sensibilidade da corrente IK a TRAM-34 e ao
ativador DCEBIO (Pedersen et al., 1999), recorrendo a experiéncias em que células
B-pancreaticas isoladas foram sujeitas a patch-clamping no modo de whole-cell.

As correntes foram medidas através da aplicacdo de rampas de voltagem
entre - 100 mV e + 60 mV, de forma a determinar o seu perfil de variagdo com a
voltagem de uma forma expedita. Tém sido utilizadas rampas de voltagem para a
caracterizacdo dos canais IK desde os primeiros estudos eletrofisioldgicos (Ishii et
al, 1997).

Nas experiéncias que se descrevem em seguida as células foram
invariavelmente expostas a 200 nM TTX, 500 uM tolbutamida e 20 mM TEA* de
forma a bloquear canais de Na* sensiveis a voltagem, canais Karp e canais Kv/BK/SK,
respetivamente (os canais IK sdo resistentes a TEA* (Kozak et al., 1998)). Este
procedimento permitiu uma disseca¢do farmacoldgica mais efetiva das correntes IK,
ao mesmo tempo que eliminou as complexidades associadas a dinamica temporal e
a sensibilidade a calcio de algumas das correntes atras referidas.

Sendo os canais IK sensiveis a calcio, a sua ativacao foi assegurada mantendo
o calcio intracelular livre em niveis suficientemente elevados por tamponizagdo da
solucdo da pipeta de patch com EGTA. Nao foram bloqueados farmacologicamente
os canais de Ca2* sensiveis a voltagem, atendendo ao facto de varios bloqueadores
destes canais (incluindo as di-hidropiridinas como nitrendipina ou nifedipina)
também bloquearem canais IK (Jensen et al., 1998).

6.3.1 Registo de correntes em condi¢coes simétricas de K+
transmembranar

Numa série inicial de experiéncias o registo de correntes foi realizado em
condigdes simétricas de K* transmembranar, isto é, utilizando uma concentragao de
K* (150 mM) na solucdo extracelular (solucdo G, ver Tabela 2.4 em Material e

Métodos) quase igual a concentracdao de K* na solucao que enche a pipeta (153,8
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mM, solugdo intracelular D). Nesta solugdo o Ca2* intracelular livre foi tamponizado
em 19 uM, de forma a permitir a ativagdo dos canais IK.

Tal como se ilustra na Figura 6.7 (A), a aplicacdo a célula de um comando de
voltagem em rampa resultou no desenvolvimento de uma corrente (corrente de
entrada) que se tornou progressivamente menos negativa até sofrer reversao a
aproximadamente 0 mV (trago cinzento). Este potencial de reversao é consistente
com o previsto pela equacao de Nernst para uma membrana permeavel a K* (- 0,6
mV), sugerindo identidade com uma corrente de K*. Depois de ultrapassado o
potencial de reversdao, o aumento da for¢a electromotriz gerada pela rampa

produziu uma corrente progressivamente mais positiva (corrente de saida).

A corrente variou de uma forma ndo linear com a voltagem, sendo os
incrementos menos acentuados na zona mais positiva da rampa. O fato de as
correntes de entrada variarem mais acentuadamente com a voltagem denota
caracteristicas de retificacao de entrada, tipicas das correntes IK (Jensen et al., 1998;
Jager et al., 2004).

A microperfusdo das células com TRAM-34 s6 foi iniciada depois de se ter
verificado estabilizacdo das correntes. O aumento observado na fase inicial das
experiéncias foi atribuido ao incremento dos niveis de Ca2* associados a troca da

solugdo intracelular pela solu¢do da pipeta.

Pode verificar-se na Figura 6.7 (A) que 2,5 uM TRAM-34 reduziu
acentuadamente a corrente ao longo de todo o intervalo de voltagens, isto é, tornou
menos negativas as correntes de entrada e menos positivas as correntes de saida
(trago negro). Nesta experiéncia o farmaco inibiu a corrente de entrada a - 100 mV
em 76 % e a corrente de saida a + 60 mV em 43 %. Inibi¢des acentuadas das
correntes por TRAM-34 foram observadas em 4 experiéncias, realizadas de acordo

com um protocolo similar.
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Figura 6.7: Efeito de TRAM-34 nas correntes de K* em condicGes simétricas de K+ transmembranar.
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(A) Corrente observada em resposta a uma rampa de voltagens entre - 100 mV e + 60 mV (9 s,
detalhe), na auséncia (registo a cinzento) e na presen¢a de 2,5 uM TRAM-34 (3 minutos, registo a
negro). A corrente foi registada por patch-clamp no modo de whole-cell (V, antes da aplicacdo das
rampas de voltagem: 0 mV). A célula foi continuamente exposta a 200 nM TTX, 500 uM tolbutamida e
20 mM TEA*. Concentracoes de K* nas solugdes extracelular e intracelular (pipeta): 150 e 153,8 mM,
respetivamente. Concentra¢do de Ca?* intracelular livre na solucdo intracelular: 19 uM; (B) Relagao
corrente-voltagem para a diferenca entre as correntes registadas na auséncia e presenca de TRAM-

34.
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E de salientar que o tempo maximo de registo na presenca de TRAM-34
(tipicamente entre 3 e 11 minutos) foi determinado pela estabilidade da selagem.
Esta foi monitorizada por observacao da resisténcia de acesso e da constante de
tempo da membrana através da aplicacdo regular de pulsos hiperpolarizantes de 10
mV a partir de um Vy, de 0 mV.

A corrente resultante da subtracdo da corrente registada na presenca de
TRAM-34 a registada na sua auséncia representa mais fielmente as caracteristicas
de retificacdo da corrente IK, sendo apresentada na Figura 6.7 (B). Foi feita uma
estimativa da condutancia de entrada por regressao linear da relacdo corrente-
voltagem entre - 100 e - 60 mV, tendo-se obtido o valor de 6 nS. De acordo com o
esperado para um retificador de entrada, aquele valor é largamente superior ao
valor homologo para a condutancia de saida, avaliado entre + 30 e + 60 mV ( 1 nS).

A Figura 6.8 (A) ilustra o efeito do ativador DCEBIO (100 uM) na corrente
gerada pela rampa de voltagens, mantendo as condi¢des experimentais descritas
acima. Pode verificar-se que o farmaco aumentou acentuadamente tanto as
correntes de entrada como de saida. Foram observados aumentos acentuados das
correntes por DCEBIO em 3 experiéncias, realizadas de acordo com um protocolo

similar.
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Figura 6.8: Efeito de DCEBIO nas correntes de K* em condicbes simétricas de K* transmembranar.
(A) Corrente observada em resposta a uma rampa de voltagens (ver legenda da Figura 6.7), na

auséncia (registo a cinzento) e na presenca de 100 uM DCEBIO (11 minutos, registo a negro). A
corrente foi registada por patch-clamp no modo de whole-cell segundo um protocolo idéntico ao da
experiéncia ilustrada na Figura 6.7; (B) Relacdo corrente-voltagem para a diferenca entre as

correntes registadas na presenca e auséncia de DCEBIO.
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A corrente resultante da subtracdo da corrente registada na auséncia de
DCEBIO a registada na sua presenca é apresentada na Figura 6.8 (B). A corrente
exibe um potencial de reversao proximo de 0 mV e apresenta caracteristicas de
retificacdo de entrada. De facto, a condutdncia de entrada (6 nS, estimada por
regressao linear da relagao corrente-voltagem entre - 100 e - 60 mV) é superior a
condutancia de saida (4 nS, estimada no intervalo entre + 30 e + 60 mV).

6.3.2 Registo de correntes em condi¢des fisiologicas de K+
transmembranar

Na série seguinte de experiéncias o registo de correntes foi realizado em
condigdes fisiolégicas de K* transmembranar, de forma a avaliar possiveis
implicagdes na relacao corrente-voltagem da corrente IK e na ac¢do inibidora de
TRAM-34.

As experiéncias foram realizadas utilizando 5 mM K* na solu¢do extracelular
(solucdo F, ver Tabela 2.4 em Material e Métodos), mantendo elevada a
concentracao de K* na solucao que enche a pipeta (153,8 mM, solucao intracelular
D). A concentracao de Ca?* intracelular livre foi mantida em 19 uM, assegurando-se
assim a ativacao dos canais IK.

Tal como se pode verificar na Figura 6.9 (A), a aplicacio da rampa de
voltagens produziu uma corrente com um potencial de reversdo de cerca de - 80
mV, isto é, proximo do potencial de equilibrio de K* calculado para aquelas
concentragdes de K* (- 88 mV).
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Figura 6.9: Efeito de TRAM-34 nas correntes de K* em condigdes fisiolégicas de K* transmembranar.

(A) Corrente observada em resposta a uma rampa de voltagens (ver legenda da Figura 6.7), na
auséncia (registo a cinzento) e na presenca de 2,5 uM TRAM-34 (4 minutos, registo a negro). A
corrente foi registada por patch-clamp no modo de whole-cell segundo um protocolo idéntico ao da
experiéncia ilustrada na Figura 6.7, excepto que Vy, (antes da aplicagdo das rampas) foi - 70 mV e a
concentrac¢do de K* na solugdo extracelular foi 5 mM; (B) Relagdo corrente-voltagem para a diferenca

entre as correntes registadas na auséncia e presenca de TRAM-34.
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Ao contrario das experiéncias realizadas em condi¢des simétricas de K*
transmembranar, as experiéncias realizadas nas presentes condi¢cdes de K+
extracelular e intracelular revelam relagdes corrente-voltagem com carateristicas de
retificagdo de saida (as correntes de saida variam mais acentuadamente com a
voltagem do que as correntes de entrada). Este fenémeno esta relacionado com a
dependéncia da condutancia de canal Unico da concentracdo dos ides K* nas
solucdes adjacentes aos canais (solugdes diluidas estdo normalmente associadas a
condutancias menores) (Aidley & Stanfield, 1996).

A Figura 6.9 (A) ilustra o efeito de 2,5 uM TRAM-34 na corrente gerada pela
rampa. Pode verificar-se que o fArmaco inibiu acentuadamente tanto as correntes de
entrada como de saida (em 82 % e 80 % a - 100 mV e + 60 mV, respectivamente).
Foram observadas inibicdoes acentuadas das correntes por TRAM-34 em 4
experiéncias, realizadas de acordo com um protocolo similar. A corrente resultante
da subtracdo da corrente registada na presenca de TRAM-34 a registada na sua
auseéncia, apresentada na Figura 6.9 (B), confirma as carateristicas de retificagcdo de
saida atras descritas.

Na experiéncia descrita na Figura 6.10 o registo de correntes foi realizado
em baixo Ca2* intracelular (88 nM) de forma a testar o efeito de Ca2* na ativacdo das
correntes IK, mantendo embora elevado o gradiente de K* transmembranar imposto

as células.
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Figura 6.10: Auséncia de efeito de DCEBIO nas correntes de K* em condicées de baixo Ca2*
intracelular. Corrente observada em resposta a uma rampa de voltagens (ver legenda da Figura 6.7),

na auséncia (registo a cinzento) e na presenc¢a de 100 uM DCEBIO (4 minutos, registo a negro). A
corrente foi registada por patch-clamp no modo de whole-cell segundo um protocolo idéntico ao da
experiéncia ilustrada na Figura 6.9, com a diferenca que se dializou o interior da célula com uma
solucdo contendo 88 nM Ca?*. A caixa mostra os mesmos registos numa escala aumentada (ver texto
principal).
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Nestas condi¢des a aplicacdo da rampa de voltagens continuou a produzir
correntes com caracteristicas de retificagdo de saida, em consondncia com a
experiéncia reportada na Figura 6.9. Estas evidenciaram ainda depressdes no
intervalo entre - 40 e 0 mV (ver caixa na Figura 6.10), indiciando contaminac¢do
com correntes de Ca?* sensiveis a voltagem cuja ativacdo é particularmente
pronunciada naquela zona de potenciais. As correntes de Ca?* sdo observadas quase
sempre logo ap0s a abertura do patch e a entrada em whole-cell, desaparecendo ao
fim de algum tempo devido a rundown das correntes quando o interior celular é
dializado pelo conteudo da pipeta. Efetivamente a corrente registada mais tarde na
presenca de DCEBIO ja ndo evidenciou a depressdao acima mencionada.

Em condi¢des de baixo Ca2* intracelular DCEBIO ndo aumentou as correntes,
tal como se pode observar na Figura 6.10 (auséncia de efeito a- 100 mV e + 60 mV).

Esta observacdo é consistente com o fato de DCEBIO requerer concentragdes
fisiologicas de Ca?* intracelular para ativar canais IK (Pedersen et al., 1999).
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Discussao

Uma das primeiras hipoteses que se avancaram para esclarecer o mecanismo
do burst envolveu canais BK (Atwater et al, 1983; Chay, 1986). Segundo esta
hipdtese, o aumento dos niveis de Ca?* intracelular ao longo do burst, resultante do
disparo de potenciais de a¢do, atingiria um nivel critico para a ativagdo dos canais,
fazendo terminar o burst e promovendo a hiperpolarizacdo para a fase silenciosa.
Esperar-se-ia portanto que o bloqueio farmacolégico dos canais tivesse pelo menos
a consequéncia de prolongar o disparo dos potenciais de a¢do, aumentando a
duracao do burst.

Esta hipotese pareceu ser contraditada por um estudo em que se avaliou o
efeito de caribdotoxina na atividade elétrica registada em ilhéus intactos (Kukuljan
et al., 1991), segundo o qual o bloqueador BK ndo afetou quer as carateristicas
temporais dos bursts quer as carateristicas dos potenciais de acao, bem como pela
ideia inicial de que o perfil de ativacdo dos canais BK pela voltagem nao seria
compativel com o seu envolvimento na gera¢do dos potenciais de a¢ao (Smith et al.,
1990). No entanto, num estudo mais recente (Houamed et al., 2010), verificou-se
que o bloqueador BK nao peptidico paxilina aumentou claramente a amplitude dos
potenciais de acdo. As duvidas quanto ao possivel efeito dos bloqueadores BK na
dindmica do burst persistiram, ja& que os mesmos autores, surpreendentemente,
reportaram que paxilina ndo afectava a duracao dos bursts. Deve salientar-se que os
bursts registados neste estudo ndo apresentavam as transi¢des tipicamente
observadas entre patamares despolarizados e fases silenciosas, tendo sido
registados por pipetas de patch no modo de current-clamp (Houamed et al.,, 2010).

Canais BK na célula g-pancreatica:
reguladores da regularidade das oscilagdes elétricas

Recorrendo a técnicas de registo intracelular com a finalidade de monitorizar
o potencial de membrana da célula B-pancreatica no seu ambiente nativo (ilhéus
intactos microdissecados), demonstrou-se nesta dissertacdo (Capitulo 3) que o
bloqueio dos canais BK com caribdotoxina e com o agente ndo peptidico penitrem A
afetou drasticamente a atividade elétrica em varios aspectos principais, nao
observados anteriormente: (i) Hiperpolarizou acentuadamente o patamar do burst.

Apesar de este efeito ter sido variavel de ilhéu para ilhéu atingiu normalmente o seu
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maximo com penitrem A, o que provavelmente reflecte a elevada difusibilidade
desta molécula e a sua capacidade de penetragdo no tecido; (ii) Reduziu
consideravelmente a duracdo média do burst, contrastando assim com o estudo
acima mencionado de Houamed e colegas (Houamed et al, 2010). Verificou-se,
consistentemente, que ambos os bloqueadores reduziram também acentuadamente
a duracgdo das oscilagdes da [Ca?*];; (iii) Afectou a regularidade com que os bursts
ocorreram, causando frequentemente um padrao de bursting "caético".

O fato de caribdotoxina ter exercido estas acdes, em acentuado contraste com
o observado por Kukuljan e colegas (Kukuljan et al., 1991) tal como foi mencionado
acima, deve-se com toda a probabilidade ao fato de, no presente estudo, os registos
terem sido efectuados em células PB-pancredticas localizadas nas camadas mais
periféricas dos ilhéus, aumentando assim a acessibilidade média da toxina as células
a partir da solugdo extracelular. O registo em células B-pancredticas periféricas é
extremamente exigente do ponto de vista técnico o que, juntamente com
consideragdes econdmicas, fornece argumentos importantes para a utilizacao de
bloqueadores ndo peptidicos com capacidade aumentada de penetracao no tecido
devido a dimensdes reduzidas e caracteristicas hidrofébicas, tais como a micotoxina
tremorgénica penitrem A (Asano et al, 2012). Esta molécula foi testada como
bloqueador de uma corrente mediada por canais BK no Capitulo 4.

Tanto a caribdotoxina como penitrem A hiperpolarizaram o patamar dos
bursts e aumentaram (isto é, tornaram mais positivo) o potencial de membrana no
pico dos potenciais de a¢ao, aumentando assim acentuadamente a sua amplitude. O
aumento de amplitude associado a alteragdes do potencial no pico dos potenciais de
acao é consistente com o reportado para outros bloqueadores de canais BK e com a
ideia de que estes canais, tal como em neuroénios, podem desempenhar um papel
coadjuvante na repolarizagdo dos potenciais de ac¢ao na célula B-pancreatica
(Jacobson et al.,, 2007 Braun et al., 2008; Houamed et al. 2010). Paradoxalmente,
contudo, ambos os bloqueadores aceleraram a repolarizacdo dos potenciais de acdo
e aumentaram a hiperpolarizacao pds-potencial (AHP).

Stojilkovic e colegas propuseram um modelo para descrever o envolvimento
de canais BK na atividade elétrica espontanea exibida por somatotrofos e lactotrofos
da glandula pituitaria (Van Goor et al, 2001; Stojilkovic et al, 2005) (ver também
(Tabak et al, 2011)), que tem uma semelhanca notavel com a atividade elétrica
oscilatéria da célula P-pancreatica estimulada com glicose. Este modelo pode
proporcionar uma interpretacao plausivel para o efeito paradoxal dos bloqueadores

BK na velocidade de repolarizagdo dos potenciais de ac¢ao e na AHP, atras referido.
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Especificamente, de acordo com o modelo, a activacdo rapida de canais BK
pelos aumentos de Ca?* focalizados que ocorrem ao longo da fase ascendente de um
potencial de acdo, mediados por canais Cav, imporia restricdes a ativacao adicional
de canais Cay, truncaria o potencial de a¢do e limitaria a activacao de canais Ky;
seguir-se-ia a dissipacdo de Ca?* destes microdominios e a concomitante
desativacdo de canais BK, sendo a corrente de saida necessaria para repolarizar o
potencial de acao maioritariamente assegurada por ativacao de canais Ky (que no
entanto ocorreria em menor extensdo do que se esperaria se estes canais nao
sofressem a limitacdo pelos canais BK atras descrita). Esperar-se-ia, assim, que o
bloqueio dos canais BK com caribdotoxina ou penitrem A aumentasse a velocidade
de despolarizacdo ao longo da fase ascendente do potencial de accdo e aumentasse a
altura deste, com a consequéncia adicional de acentuar a activacao dos canais Ky,
acelerar a repolarizacdo dos potenciais de acdo e aumentar a AHP. Importa
sublinhar que todos estes efeitos foram de fato observados no presente estudo e que
Houamed e colegas reportaram aumentos na amplitude dos potenciais de acdo (em
resposta a paxilina) e aumentos de correntes Ky (em resposta a potenciais-comando
com a forma de potenciais de acdo) (Houamed et al, 2010), embora tenham
reportado efeitos negativos nas velocidades de despolarizacao e repolarizacdo, bem
como na AHP. Um ponto importante, nao explicitamente assumido pelo modelo de
Stojilkovic, é que o limiar de voltagem para o disparo de um potencial de agdo
tenderia a diminuir (isto é, a corrente Cav minima necessaria para desencadear um
potencial de acao tenderia a diminuir) em células sujeitas a acdo de bloqueadores
BK, gerando patamares hiperpolarizados, tal como foi observado no presente estudo
e em estudos em que se testou o efeito de TEA* a concentragdo de poucos mM
(Atwater et al, 1979; Henquin, 1990). E interessante constatar que somatotrofos e
lactotrofos expressam canais BK e exibem bursting, ao contrario de gonadotrofos da
glandula pituitaria (cuja expressdo de canais BK é residual) ou de somatotrofos /
lactotrofos que foram transformados por ablacdo farmacolégica de canais BK (Van
Goor et al.,, 2001; Stojilkovic et al., 2005; Tabak et al., 2011). De fato, estas ultimas
células exibem um padrao de atividade elétrica caracterizado pelo disparo de
potenciais de acao de elevada amplitude a partir de patamares muito
hiperpolarizados (ou mesmo de potenciais de acao isolados), tal como se observou
no presente estudo em células em que se verificaram os efeitos mais intensos dos
bloqueadores BK.
0 modelo de Stojilkovic pressupde que os canais BK exibem uma cinética de
ativacdo muito mais rapida do que os canais Ky e que sdo activados por voltagens

com relevancia fisiolégica (isto é, voltagens percorridas pelos potenciais de acdo em
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condigdes fisioldgicas). Ambos os pressupostos sdo satisfeitos no caso da célula -
pancreatica (Findlay et al., 1985; Braun et al., 2008; Houamed et al., 2010). Quanto
ao primeiro pressuposto, importa ainda sublinhar que a corrente de K* sensivel a
penitrem A, caraterizada na presente dissertacdo (Capitulo 4), é claramente mais
rapidamente ativada pela despolarizacdao do que a corrente mediada por canais Kv.

O modelo alargado acima delineado encara os canais BK e Cay como
determinantes criticos para a existéncia de um patamar no burst em células -
pancreaticas, muito embora ndo faca qualquer previsio quanto a natureza da
corrente marca-passo que determina a terminacdao do burst (bem como a sua
duracdo). Uma corrente de K* de desenvolvimento lento (Ksiow), possivelmente
constituida por duas componentes principais (isto é, uma corrente mediada por
canais Karp (Kanno et al,, 2002) e uma corrente de K* sensivel a Ca?* mediada por
canais SK e/ou IK (Zhang et al, 2005; Dufer et al., 2009)), é correntemente aceite
como a corrente marca-passo da célula pP-pancreatica. Esperar-se-ia que uma
diminuicdo da magnitude do sinal de Ca%* subjacente a Ksjow causasse um aumento
da duracdo do burst, devido a sensibilidade a Ca?* (direta ou indireta) das
componentes de Ksow atras referidas. Verificou-se que tanto a caribdotoxina como
penitrem A reduziram a amplitude das oscilagdes da [Ca%*]; em aproximadamente
25 %. No entanto, e contrariamente a previsdo, cada um dos bloqueadores reduziu
tanto a duracao média dos bursts como a duragdo média das oscilagdes subjacentes
da [Ca?*]i. Uma interpretacdo plausivel desta aparente discrepancia é que, sob a
influéncia de um bloqueador BK, a corrente despolarizante que sustém o patamar
do burst possa ser significativamente reduzida (ver acima), passando-se a necessitar
de menos corrente de saida para hiperpolarizar a membrana e terminar o burst.

O maior efeito na duragdo média dos bursts ocorreu em experiéncias em que
a aplicacao dos bloqueadores BK causou um padrao "cadtico” de bursting,
caraterizado pelo aparecimento erratico de eventos despolarizantes com duragao
variavel (incluindo potenciais de acdo isolados). E provavel que, em condicdes
extremas de bloqueio de canais BK, a abertura aleatdria de canais ndo bloqueados
afete profundamente a duracdo dos bursts, originando um padrdo de bursting
altamente irregular. Desta forma, os resultados sugerem que uma atividade de
bursting regular pressupde a existéncia de uma densidade critica de canais BK

funcionais.
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Canais SK na célula 3 -pancreatica:
reguladores da regularidade de disparo dos potenciais de acao

Os canais SK desempenham um papel fundamental na génese da AHP de
duracdo média (mAHP) e na regulacdo da excitablidade em neurdnios (Bond et al,
2005; Adelman et al., 2012). No Capitulo 5 foi testada a hipétese de que o bloqueio
de canais SK afetasse a AHP e outros parametros dos potenciais de acdo, medidos
em condi¢des “isopotenciais” do limiar de disparo. Verificou-se de fato que tanto a
apamina como UCL 1684 aumentaram modestamente a amplitude e durag¢dao do
potencial de acdo, ao mesmo tempo que diminuiram acentuadamente a AHP. Estes
resultados sugerem que os canais SK sdo ativados pela entrada de Ca?* durante um
potencial de acdo e que estdo envolvidos na sua repolarizagdo. A contribuicdo de
canais SK sensiveis a apamina para a formagdo da AHP foi também demonstrada
num insulinoma de rato (células INS-1), muito embora s6 em condi¢des de absoluta
privacao de glicose (Andres et al., 2009).

Poder-se-ia esperar, portanto, que o bloqueio de canais SK diminuisse o
intervalo entre potenciais de acdo e aumentasse a frequéncia de disparo, tal como de
fato foi observado em células com disparo ténico de potenciais de a¢do sujeitas a
patch-clamp em modo de current-clamp (Zhang et al.,, 2005). No presente estudo foi
também observado um aumento da frequéncia instantidnea numa populacdo
consideravel de ilhéus, em particular na fase inicial do burst. Nesta fase a frequéncia
é tao elevada que o efeito de bloqueadores SK no padrao de disparo pode ser
francamente disruptivo, originando a aglomeracdo de potenciais de ac¢do com
repolarizagdes incompletas a que normalmente se segue um periodo
hiperpolarizado de durac¢do variavel. Este processo pode replicar-se ao longo do
burst, originando um padrdo de "picos-e-vales". E interessante constatar que as
oscilagdes da [CaZ*]; registadas em ilhéus expostos a apamina ou UCL 1684 também
exibem este padrao e que a amplitude dos "picos"” tende a ser maior que a amplitude
das oscilagdes controlo (Figueiredo, 2010). E pois plausivel que, na presenca de
bloqueadores SK, os "vales" ao longo do burst sejam causados por uma corrente
hiperpolarizante, ativada pelo aumento dos niveis de Ca?* durante os "picos". Sendo
uma corrente de ativagdo lenta por Ca?*, a corrente IK teria as caracteristicas
adequadas para mediar aquele processo (ver texto mais a frente).

Resulta da discussdo anterior que os canais SK, através do controlo que
exercem da AHP, parecem determinar a regularidade e precisio de disparo de
potenciais de agdo, tal como ocorre em certos neurdnios (Hallworth et al, 2003;
Vatanparast & Janahmadi, 2009).
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O conceito de que a corrente Ksow subjacente ao burst representa
provavelmente um "mosaico" de correntes de etiologia diversa, direta ou
indiretamente sensiveis a Ca2+*, despertou desde cedo o interesse pela hipotese de
que a corrente mediada por canais SK pudesse constituir uma das componentes de
Ksiow. Varios autores recorreram a apamina para testar aquela hipétese, tendo
demonstrado completa insensibilidade de Ksiow a toxina, pelo menos em células -
pancreaticas de murganho (Gopel et al, 1999; Goforth et al, 2002; Zhang et al.,
2005). Estes resultados sao concordantes com a aparente insensibilidade da
atividade elétrica oscilatéria a apamina reportada por Lebrun e colaboradores
(Lebrun et al.,, 1983), muito embora como se viu antes a acdo de agentes peptidicos
em ilhéus intactos possa ser complicada por problemas de penetracao no tecido.

Contudo, no mesmo estudo em que relataram a insensibilidade de Ksiow a
apamina, Zhang e colegas mostraram que aquela corrente era fortemente inibida
pelo bloqueador nao peptidico de canais SK UCL 1684 (Zhang et al, 2005),
relancando assim o interesse pelo possivel envolvimento destes canais em Ksiow.
Este interesse foi refor¢ado pela observacao de que UCL 1684 (Zhang et al, 2005) e
apamina (Tamarina et al., 2003) afetavam os niveis de Ca%* intracelular medidos em
ilhéus intactos, muito embora ndo fosse possivel discernir se os efeitos observados
incidiam sobre as oscilagdes rapidas (relacionadas com os bursts de potenciais de
acdo) ou sobre as oscilagdes lentas de calcio (relacionadas com oscilacdes
glicoliticas). Em nenhum destes estudos foi investigada a ac¢do de UCL 1684 ou
apamina na atividade elétrica oscilatoéria.

No presente estudo verificou-se que ambos os bloqueadores diminuiram a
duracgao dos bursts, muito embora os efeitos fossem variaveis de ilhéu para ilhéu e
frequentemente de baixa intensidade. Este resultado é o oposto do que seria de
esperar do efeito inibidor de UCL 1684 em Ksow (Zhang et al., 2005), o que suscita
duvidas sobre a possibilidade de o efeito em Ksow representar um artefato associado
a metodologia da medigdo. De fato, a determinacgao do efeito em Ksow de um farmaco
profundamente disruptivo do padrao de disparo deveria utilizar como controlo, ndo
a corrente gerada pelo comando de voltagem habitual, mas sim uma corrente gerada
pelo comando de voltagem que imitasse o padrao de disparo observado na presenga
do farmaco. A aparente diferenca de sensibilidade de Ksow a UCL 1684 e apamina
poderia teoricamente ser explicada pela menor sensibilidade a toxina de canais
resultantes da associagdo heteromérica de subunidades SK. No entanto, esta

alterac¢do da sensibilidade a apamina nao foi reportada em sistemas nativos.
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Uma hipétese para as diminuigdes mais pronunciadas da duragdo do burst,
observadas na presenc¢a de apamina ou UCL 1684, é que a ativacao adicional da
corrente IK, atras admitida, possa aumentar Ksow € precipitar a terminagdo do burst.

Canais IK na célula §-pancreatica:
reguladores da adaptacao de disparo de potenciais de acdo ao longo do burst

Verificou-se no presente estudo (Capitulo 6), pela primeira vez, que TRAM-
34 inibiu fortemente uma corrente de K* na célula f-pancreatica de murganho com
carateristicas idénticas as de correntes IK, designadamente: (i) ter propriedades de
retificacdo de entrada para condi¢des simétricas de K* transmembranar (Jensen et
al, 1998; Jager et al, 2004); (ii) ser activada por DCEBIO (Pedarzani & Stocker,
2008; Wulff et al., 2007) desde que os niveis de Ca%* intracelular livre ndo sejam
demasiado baixos (Pedersen et al, 1999). E pois provavel que a identidade da
corrente sensivel a TRAM-34 aqui descrita seja coincidente com a da corrente
descrita por Kozak e colaboradores na linha celular BTC-3 e em células 3 porcinas
(Kozak et al, 1998), que pelas suas propriedades biofisicas e farmacoldgicas
(sensibilidade a clotrimazol) também devera constituir uma corrente IK.

Um dos efeitos mais salientes do bloqueador de canais IK utilizado no
presente estudo (TRAM-34, Capitulo 6) foi o fato de o bloqueador se opor ao
decaimento da frequéncia e amplitude dos potenciais de acao ao longo do burst. Este
processo é semelhante ao processo de adaptacao da frequéncia de disparo de
potenciais de agdo em neuro6nios, mediado por uma AHP de duragdo longa (sAHP)
(Madison & Nicoll, 1982, 1984; Andrade et al, 2012). Os canais responsaveis pela
SAHP permanecem essencialmente desconhecidos, muito embora se admita que
possam ter uma expressao diferenciada em diferentes tipos de células (Andrade et
al, 2012) e que os canais IK possam estar envolvidos, pelo menos em neurdnios
entéricos (Neylon et al., 2006; Nguyen et al., 2007).

Atendendo a que existe evidéncia para a corrent IK constituir uma
componente de Ksiow (TRAM-34 inibe Ksiow) (Dufer et al., 2009) e que esta ultima é
uma corrente de desenvolvimento lento activada por Ca?*, parece plausivel associar
Ksiow @ uma sAHP na célula B-pancreatica. Assim sendo esta SAHP manifestar-se-ia
na hiperpolarizacdo observada apds terminag¢do do burst (isto é, no aparecimento da
fase silenciosa), tornando expectavel que o bloqueio de canais IK reduzisse a
duracdo da fase silenciosa, tal como de fato foi observado. O modelo permitiria
ainda prever que o bloqueio de canais IK aumentasse a duragdao do burst, o que

também foi observado, muito embora somente numa fragcdo das experiéncias. O
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modelo acima delineado implicaria a consideragdo de um processo adicional para
explicar o fato de, na restante fracdo das experiéncias, se observar uma reducdo da
duracao do burst ap6s aplicacdo de TRAM-34. Este processo pode ser a ativacao de
uma corrente hiperpolarizante (distinta da corrente IK) pelo aumento dos niveis de
Ca?* intracelular que previsivelmente estariam associados a inibicdo do processo de
adaptacdo de disparo de potenciais de a¢ao, atras descrito. Nao é dificil imaginar que
este processo possa de fato ocorrer, atendendo a que Ksiow € uma corrente "mosaico”
que aparentemente inclui pelo menos uma corrente distinta da corrente IK.

E de salientar que, em qualquer um dos casos, ocorreu um aumento da fracdo
de tempo na fase ativa tal como acontece quando se aumenta a concentracdo de
glicose. Para esse aumento foi decisiva a diminuicdo da duragao da fase silenciosa.

E importante salientar que TRAM-34 ndo afetou as carateristicas dos
potenciais de acao registados no inicio dos bursts, sugerindo que os canais IK ndo
contribuem para a repolarizacdo dos potenciais de acao em condig¢des fisiologicas
pelo fato de os aumentos da [Ca2*]i correspondentes ndo serem suficientemente
intensos e prolongados para ativar significativamente os canais. (Os canais IK sdo
insensiveis a voltagem e, contrariamente aos canais BK e SK, ndo parecem ser
ativados por aumentos da [Ca2*]; causados por co-localizagdo com fontes de Ca2* em
microdominios, sendo antes sensiveis a aumentos da [Ca2*]; globais que ocorrem a
uma maior distancia da fonte (Wulff et al., 2007). As experiéncias em que se aplicou
TRAM-34 na presenca de tolbutamida (ver Figura 6.6) sdo indicativas quanto a
janela de tempo em que os aumentos da [Ca%*]; podem ser efetivos em ativar os
canais IK. De fato, na presenca da sulfonilureia, a duragdo dos potenciais de acao (>
100 ms) é sensivelmente maior relativamente ao controlo (10-20 ms). Naquelas
condic¢des os canais IK poderao ser ativados durante a repolarizagao, causando o seu
bloqueio com TRAM-34 um aumento da duragao e amplitude dos potenciais de agao,
a semelhanca do relatado para a contribui¢do dos canais BK nos potenciais de acdo
em células Purkinje (Edgerton & Reinhart, 2003).

Finalmente, deve salientar-se que os canais IK sdo inibidos por fosforilagao
dependente de AMP ciclico (Jensen et al, 2001; Wulff et al, 2007), tornando
plausivel a possibilidade de agentes que aumentam os niveis deste nucledtido na
célula B-pancreatica (como por exemplo a propria glicose (Sharp, 1979)) exercerem
uma ac¢do semelhante a TRAM-34 na distribuicao e caracteristicas dos potenciais de

acdo ao longo do burst. Esta ac¢ao foi de fato observada (Santos, 1985).
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