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RESUMO

Em homens, os niveis de testosterona e de testosterona biodisponivel
(livre e a ligada a albumina) declinam com a idade, apresentando elevado risco
de desenvolver resisténcia a insulina e diabetes tipo Il. Ja foi demonstrada a agéao
classica (efeito genémico) da testosterona sobre a sintese e a liberacdo de
insulina em pancreas de rato. Os objetivos do presente trabalho sdo determinar:
1) a acado nao classica especifica da testosterona, da nandrolona e de outros
esterdides sexuais sobre a secrec¢ao de insulina em ilhotas pancreaticas isoladas
de ratos machos adultos; 2) a influéncia de aminoacidos sobre esta acao; 3) a
acao da testosterona sobre o transporte de aminoacidos; 4) a participacao dos
canais de Ca®* dependentes de voltagem do tipo L e dos canais Karp na acdo da
testosterona e da nandrolona sobre a captacdo de *°Ca®*; 5) a participacdo da via
da fosfolipase C na agdo da testosterona sobre a captagdo de **Ca?'. As ilhotas
foram isoladas de pancreas de 3 ratos Wistar machos (pesando 180-220g) por
experimento pela técnica de Lacy e Kostianovsky (Diabetes, 16:35-39, 1967).
Nos experimentos de secrecado de insulina, amostras de 10uL de ilhotas isoladas
foram pré-incubadas por 30 minutos e incubadas por 3 minutos em presenca ou
nao de testosterona (1uM), T-BSA (1uM), nandrolona (1uM), 17B-estradiol (10
nM) ou progesterona (1uM) em um incubador metabdlico Dubnoff em tampao
KRb-HEPES com glicose 3 mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificacdo constante com
carbogénio (0.:CO»; 95:5; v/v). Nos experimentos com glutamina, lisina, alanina e
leucina, as ilhotas eram incubadas por mais 3 minutos com estes aminoacidos. A
incubacgao foi interrompida em banho de gelo. Os tubos com as ilhotas eram

centrifugados por 2 minutos a 45 x G, o sobrenadante coletado e a insulina
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quantificada por radioimunoensaio. No experimento de captacdo de aminoacido,
as ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 30 minutos e incubadas por
15, 30 ou 60 minutos com 0,2 pCi de [1-'*C] 4cido a-metil aminoisobutirico mais
testosterona (1uM). Apds o final da incubacao os tubos eram centrifugados por 2
minutos a 45 x G. O sobrenadante (meio externo) era preservado. As ilhotas era
transferidas para tubos Eppendorff contendo 1 mL de agua destilada (meio
interno). Os tubos com as ilhotas eram congelados por 24 horas e apds sonicados
por 30 segundos. Eram retiradas amostras de 100 uL de cada frasco e do
respectivo meio externo para contagem da radioatividade. Os resultados foram
expressos pela relacao entre a radioatividade contida no tecido (meio interno) e
no meio de incubagdo (meio externo). Nos experimentos de captacdo de “*Ca %,
as ilhotas isoladas (50uL) eram pré-incubadas por 45 ou 50 minutos com 0,2 uCi
*5Ca?*, novamente pré-incubadas por 10 minutos com nifedipina (1uM), diazoxida
(100uM), glibenclamida (25uM), ou tolbutamida (10uM) e incubadas com ou sem
testosterona (0,1uM) ou nandrolona (0,1uM) por 1 minuto. No experimento com
U73122 (2uM), as ilhotas eram pré-incubadas por mais 15 minutos com este
farmaco e incubadas com ou sem testosterona (1uM) por 1 minuto. Para a
interrupgé@o da incubacao, utilizou-se 1 mL de tampéo frio com cloreto de lantanio
(10 mM) Apés, os tubos eram centrifugados por 2 minutos a 45 x G, o
sobrenadante desprezado e as ilhotas lavadas duas vezes com a solugédo de
cloreto de lantanio. As ilhotas eram transferidas para tubos tipo Eppendorff
contendo 1 mL de agua destilada. Os tubos eram congelados por 24 horas e apo6s
sonicados por 30 segundos. Eram retiradas amostras de 50 uL de cada frasco
para contagem da radioatividade. A testosterona e a nandrolona estimularam a

secrecao de insulina apos incubacao de 3 minutos, através do fechamento de
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canais K*atp tendo, como conseqiiéncia, o aumento da captacdo de Ca®** e a
exocitose do horménio. A testosterona ligada a albumina, que nao entra na célula
e interage com receptor de membrana, também estimulou a secrec¢ao de insulina
em 3 minutos, sugerindo um efeito de membrana dos andrégenos. Em nossas
condi¢bes experimentais, o 17-3-estradiol e a progesterona ndo mostraram efeito
sobre a secrecao de insulina. A acdao androgénica sobre a secrecao de insulina
ocorreu somente na auséncia de glicose ou em concentragdes sublimiares (3mM).
A testosterona ndo estimulou a captacdo do aminoacido metilaminoisobutirico
['*C]. A L-alanina estimulou a secrecdo de insulina. Porém, quando associadas
testosterona e alanina somente, houve reducdo na secregdo. Também foi
observado que uma mistura de aminoacidos (MIX- glutamina, lisina, leucina e
alanina,) em diferentes concentracdes proporcionais foi efetiva na secrecao de
insulina. Houve aumento significativo na secreg¢ao de insulina quando associados
testosterona e a concentracdo 2x maior dos aminoacidos. Também, os
andrégenos aumentaram a captacdo de Ca?* em 60 segundos. A agdo da
testosterona sobre a captacdo de Ca®* ocorreu em concentragdes limiares de
glicose (5 e 8 mM), porém nado em concentragdes elevadas (11 mM). Quando a
testosterona foi incubada na presenca de nifedipina (bloqueador de canais de
Ca®* dependentes de voltagem do tipo L), seu efeito estimulatério sobre a
captacdo de **Ca®* foi anulado. Ocorreu inibicdo da acdo androgénica quando a
testosterona foi incubada em presenca de diazoxida, a qual aumenta a
probabilidade de abertura do canal K'atp. O efeito da testosterona e da
nandrolona sobre a captacdo de “°Ca® é analogo & acdo das sulfoniluréias
(glibenclamida e tolbutamida), as quais inibem o canal K'arp. Ambos os efeitos

indicam que a agado da testosterona envolve o fechamento do canal K'arp €
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consequente despolarizagdo da membrana da célula 3. O inibidor da fosfolipase
C, 0 U73122, blogueou a acao estimulatéria de testosterona sobre a captacao de
45C8.2+.

Nossa conclusdo para estes achados seria que a testosterona e a
nandrolona, na presenca de baixas concentracoes de substratos energéticos
como a glicose e aminoacidos, estimulariam a liberacao da insulina para modular
os efeitos catabdlicos dos contra-reguladores e, assim, manter a homeostase. O
mecanismo de secrecao da insulina pelos andrégenos envolve a ativagdo de PLC
via ligacdo ao receptor de membrana acoplado a proteina Gg, o fechamento de
K*atp € a entrada de Ca®* através de canais de calcio dependentes de voltagem

do tipo L.
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ABSTRACT

In men, testosterone and bioavailable testosterone levels ( free and and
albumin-bound) decline with age, with high risk of developing insulin resistance
and type 2 diabetes. It has been already shown the classic action of testosterone
(genomic effect) on the insulin synthesis and release in rat pancreas. The
objective of this survey is to determine: 1) the specific non-classical action of
testosterone, nandrolone and other sex steroids on insulin secretion in isolated
pancreatic islets from adult male rats; 2) aminoacids influence on this action; 3)
testosterone action on amino acid transport; 4) the participation of L-type voltage-
gated Ca®* channels and Karp channels in the testosterone and nandrolone action
on the *Ca®" uptake; 5) the participation of phospholipase C via in the
testosterone action on the “*°Ca®" uptake. The islets were isolated from the
pancreas of 3 male Wistar rats (weighing between 180 and 200g) per experiment
by the technique of Lacy and Kostianovsky (Diabetes, 16:35-39, 1967). In the
experiments of insulin secretion, samples of 10uL of isolated islets were pre-
incubated for 30 minutes and incubated for 3 minutes in the presence or absence
of testosterone (1uM), T-BSA (1uM), nandrolone (1uM), 17B-estradiol (10 nM) or
progesterone (1uM) in a Dubnoff metabolic incubator in KRb-HEPES buffer with 3
mM  glucose at 37°C, pH 7,4 and constant gasification constante with carbogen
(02:C0Oy; 95:5; v/v). In experiments with glutamine, lysine, alanine and leucine, the
islets were incubated for another 3 minutes with these amino acids. The incubation
was stopped in an ice bath. The tubes containing the islets were centrifuged for 2
minutes at 45xG, the supernatant collected and insulin measured by

radioimmunoassay. In the experiment of amino acid uptake, isolated islets (10uL)
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were pre-incubated for 30 minutes and incubated for 15, 30 or 60 minutes with 0,2
uCi of [1-'*C] a-metyl aminoisobutyric plus testosterone (1uM). After the end of
incubation, tubes were centrifuged for 2 minutes at 45 x G. The supernatant
(environment) was preserved. The islets were transferred to Eppendorff tubes
containing 1mL of distilled water (internal environment). The tubes with islets were
frozen for 24 hours and after this sonicated for 30 seconds. Samples of 100 uL
were removed from each bottle and respective environment for radioactivity
counting. Results were expressed by the relation between the radioactivity
contained in the tissue (internal environment) and the incubation environment
(external environment) . In the experiments of **Ca 2* uptake, the isolated islets
(50uL) , were pre-incubated for 45 or 50 minutes with 0,2 pCi “*Ca®, pre-
incubated again for 10 minutes with nifedipine (1uM), diazoxide (100uM),
glibenclamide (25uM), or tolbutamide (10uM) and incubated with or without
testosterone (1uM) for 1 minute. In this experiment with U73122 (2uM), the islets
were pre-incubated for more 15 minutes with this drug and incubated with or
without testosterone (1uM) for 1 minute. For the interruption of incubation, it was
used a cold 1mL buffer with lanthanum chloride (10mM). After, tubes were
centrifuged for 2 minutes at 45 x G, the supernatant discarded and the islets
washed twice with lanthanum chloride solution. The islets were transferred to
Eppendorf tubes containing 1ml of distilled water. The tubes were frozen for 24
hours and after it, sonicated for 30 seconds. Samples of 50 uL were taken from
each bottle for radioactivity counting. In isolated pancreatic islets of rats,
testosterone and nandrolone have stimulated insulin secretion, after a 3-minute
incubation period, closing the K*atp channels, having as consequence the increase

of Ca?* inflow and the hormone exocytosis. Testosterone conjugated to bovine
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serum albumin, which is not membrane permeable and interacts with the receptor
of membrane, also stimulated insulin secretion in 3 minutes, suggesting an
androgen membrane effect. In our experimental conditions, 17-B3-estradiol and
progesterone have not demonstrated effects in insulin secretion. Testosterone has
not stimulated the uptake of methylaminoisobutyric acid [1-'*C]. L-alanine has
stimulated insulin secretion. However, when testosterone was associated only with
alanine, insulin secretion has decreased. It has also been noted that an amino-
acid mixture (MIX-alanine, glutamine, lysine and leucine) in different proportional
concentrations has been effective in insulin secretion. When associated,
testosterone and MIX, there has been an increase in insulin secretion when the
concentration of amino acids has been 2 times higher. Also, the androgens have
increased the *°Ca®* uptake in 60 seconds. However, the androgenic action has
occurred only in absence of glucose or at sub stimulatory concentrations (3 mM).
The action of testosterone on “°Ca®* uptake has occurred at stimulatory glucose
concentrations (5 and 8 mM), but not in high concentrations (11 mM). When
testosterone has been incubated in the presence of nifedipine (Ca®* type L
channel blocker), its stimulatory effect on “*Ca?* uptake has been nullified. When it
was used diazoxide to produce the opening of K*atp channels, it has occurred the
inhibition of androgenic action. The testosterone and nandrolone effect is
analogous to the action of sulphonilureias (glibenclamida and tolbutamida), which
inhibit the K*atp channel. Both effects show that testosterone action involves the
K*ate channel closing and consequent membrane depolarization of B cell. The
presence of U73122, which inhibits the activation of PLC, has inhibited the

testosterone action on “*Ca®* uptake.
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Our conclusion for these results would be that testosterone and nandrolone,
in the presence of low concentrations of energetics substrates as glucose and
amino acids would stimulate the insulin liberation for modulating the catabolic
effects of counter-regulators and, then, sustaining homeostasis. It can also be
observed that the associated mechanism involves a Gq protein-coupled membrane
receptor-binding, the PLC activation, the K*atp closing and Ca?* entry through the

voltage-dependent L-type calcium channels.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONTROLE HOMEOSTATICO DA GLICEMIA

Em mamiferos, a concentracdo da glicose sanguinea é controlada através
de mecanismos homeostaticos eficientes. Esse controle homeostatico restrito é
necessario devido a ingestdo esporadica de alimentos, intercalada com periodos
variaveis de jejum. A demanda energética de tecidos e de érgaos, especialmente,
do sistema nervoso central, que depende, principalmente, da glicose como
substrato energético, € outro fator importante na manutencdo da homeostase da
glicose (HEDESKQOV, 1980).

A homeostase da glicose € dependente de respostas hormonais. O balanco
homeostatico € mantido por agdo da insulina, horménio hipoglicémico, e seus
contra-reguladores: o glucagon, a adrenalina, os corticosterdides e o horménio do
crescimento, que sao hormdnios hiperglicémicos (POLONSKY e O'MEARA,
2001).

O mecanismo da secregdo de insulina pela célula f deve,
necessariamente, responder com rapidez e com alta sensibilidade as
modificacées na concentracdo extracelular de glicose (HEDESKOV, 1980). Tem
sido enfatizado que mesmo alteragcdes pequenas na secrecdo e/ou perdas na
sensibilidade deste controle de retroalimentacdo podem refletir na homeostase
glicémica do organismo.

Um declinio na acdo da insulina esta associado ao envelhecimento
(JACKSON, 1990; PAOLISSO et al., 1995) e relaciona-se com a prevaléncia
elevada de diabetes tipo 2 nesta fase (SHIMOKATA et al., 1991). Em uma grande

amostra de pessoas saudaveis, “The European Group for Insulin Resistance”, foi
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observado que a disponibilidade da glicose plasmatica para os tecidos, mediada
pela insulina, diminui com o0 avango da idade. Este fato pode ser, parcialmente,
consequéncia da obesidade e de modificagcbes na distribuicdo de gordura na
porcao central do corpo (FERRANNINI et al., 1996).

Por outro lado, tem sido sugerido que os hormbnios sexuais podem exercer
um papel causal no desenvolvimento de resisténcia a insulina e de diabetes tipo 2
(STELLATO et al.,, 2000; BASARIA et al., 2006; TRAISH et al., 2009). Na
literatura, diversos trabalhos tém demonstrado o papel dos hormdnios sexuais no
desenvolvimento de diabetes e de doencas cardiovasculares em mulheres e
homens (SELVIN et al., 2007). Homens com desordens enddécrinas associadas a
baixos niveis de testosterona (hipogonadismo), tais como as sindromes de
Klinefelter e de Wolfram, possuem um elevado risco de desenvolver resisténcia a
insulina e diabetes (SWERDLOW et al, 2005; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2006). Em homens, os niveis de testosterona e de testosterona
biodisponivel (livre e a ligada a albumina) declinam com a idade (HARMAN et al.,
2001). Em estudo realizado com ampla amostra de homens de diversas etnias,
Selvin et al. (2007) observaram que as concentracdes de testosterona e de
testosterona biodisponivel eram inferiores em homens com diabetes quando
comparadas aquelas encontradas em homens sem diabetes. Estes autores
concluiram que os dados obtidos eram consistentes com a hipbtese de que os
androgenos podem influenciar diretamente o metabolismo da glicose e o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, independentemente dos efeitos da
adiposidade (SELVIN et al., 2007). Ainda, foi descrito que os niveis de
testosterona em homens estdo inversamente associados a diversos fatores de

risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2, tais como obesidade (BARRET-
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CONNOR e KHAW, 1988), adiposidade central (CHANG et al., 1994), elevada
concentragao plasmatica de insulina em jejum (HAFFNER et al., 1994; SEIDELL
et al., 1990; HAFFNER, 1996; VERMEULEN et al., 1996) e glicemia elevada

(BARRET-CONNOR e KHAW, 1988; SEIDELL et al., 1990; HAFFNER, 1996).

1.2. PANCREAS ENDOCRINO

Em 1869, Langerhans observou grupamentos celulares distintos do tecido
exécrino no pancreas, denominando-os de ilhotas pancreaticas. Em 1907, Lane
subdividiu as células das ilhotas em dois tipos baseado nas diferentes
solubilidades de seus granulos secretorios em alcool e designou-as como células
o e células B. Em 1931, Bloom identificou a célula D presente em ilhotas humanas
(LACY, 1970).

O componente enddécrino do péancreas € constituido pelas ilhotas
pancreaticas ou ilhotas de Langerhans, como descrito acima, que estado
disseminadas por todo o érgao em agrupamentos celulares de tamanho variado,
com poucas centenas a milhares de células. As ilhotas pancreaticas constituem
cerca de 1 a 2% do volume do pancreas, sendo mais numerosas na cauda deste
orgao. Suas células poligonais estdo colocadas em corddes curtos, 0s quais sao
profusamente irrigados por uma cadeia de capilares fenestrados. As células
enddcrinas das ilhotas desenvolvem-se entre a 92 e 12° semanas de gestacdo em
humanos (ROSS et al, 2003).

Trés tipos celulares principais sao identificados na ilhota pancreética. A
célula A ou o secreta o hormdnio glucagon; constitui cerca de 15 a 20% da
populacdo de células das ilhotas humanas e esta geralmente localizada na

periferia da ilhota. A célula B ou B secreta insulina e constitui cerca de 65 a 85%
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das células da ilhota; esta localizada na sua porcao central. A célula D ou &
secreta 0 horménio somatostatina; constitui cerca de 3 a 10% da populagéo
celular e esta localizada na periferia da ilhota (ASHCROFT e RORSMAN, 1989;
ROSS et al, 2003).

Além dessas principais células, é possivel identificar outros trés tipos
celulares que constituem, na sua totalidade, cerca de 5% e sao responsaveis pela
producéo e liberacdo de outros hormdnios, por exemplo, a célula D-1 que produz
o peptideo intestinal vasoativo (VIP).

As células da ilhota podem influenciar células vizinhas por meio de efeitos
paracrinos e/ou via conexdes ultraestruturais (juncées comunicantes), as quais
existem entre células do mesmo tipo e entre células de tipo diverso (MEDA et al,
1986). As células B sdo acopladas eletricamente dentro de ilhotas intactas. Tal
fato tem implicacdes diversas para o controle da atividade elétrica e, assim, da
secregao de insulina. Este acoplamento explica como células B, em diferentes
partes da ilhota, podem ter seus potenciais de acdo sincronizados (MEISSNER,
1976; EDDLESTONE et al., 1984), apresentar as mesmas mudancas na
concentragdo de Ca®* citosélico (VALDEOLMILLOS et al, 1989) e secrecdo de
insulina pulsatil similar em concentracdes intermediarias de glicose (SCOTT et al,
1981).

As ilhotas apresentam um rico suprimento vascular que permite aos
hormonios circulantes e aos nutrientes chegarem as células facilmente. No rato e
no camundongo, o suprimento arterial é derivado das artérias celiaca e
mesentérica superior, e 0 sangue é drenado pela veia porta (GREENE, 1935 apud

BUNNAG et al, 1963).
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As ilhotas sao ricamente inervadas por terminacdes nervosas colinérgicas,
adrenérgicas e peptidérgicas (PIPELLERS, 1987), no entanto, a abundéancia e a
organizacao desta inervacdao € muito variavel entre as espécies (KOBAYASHI e

FUJITA, 1969).

1.3. MECANISMO DE SINTESE E DE LIBERACAO DE INSULINA PELAS

CELULAS B E LIBERACAO DE INSULINA

1.3.1 Sintese e liberacao de Insulina.

Pré-pro-insulina, uma vez sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso
(REr), permanece por 30-60 segundos antes da porgao pré ser removida por uma
peptidase de sinalizacdo (Figura 1.1). Entado, a pré-insulina é liberada dentro do
espaco intracisternal do RE, onde ela se dobra e sdo formadas pontes de
dissulfeto da insulina. A partir dai a pré-insulina € transportada nas vesiculas
transportadoras, através da cadeia de microtubulos, para a regiao cis do aparelho
de Golgi (STEINER et al., 2001). E na regido trans do aparelho de Golgi que a
pré-insulina é convertida em insulina e peptideo C por acdo das endopeptidases
conversoras PC2 e PC3 (também conhecida como PC1) e da carboxipeptidase H.
Esta conversdo ocorre em granulos secretoérios imaturos, recobertos por clatrina
(ORCI et al., 1985), dando origem a granulos maduros mais condensados. O
ndcleo denso deste granulo consiste quase inteiramente de insulina,
frequentemente em arranjo cristalino, enquanto a fase sollvel que circunda este
nucleo é formada principalmente por peptideo C e pequenas quantidades de pré-
insulina (MICHAEL et al., 1987). A liberacao de insulina envolve o transito desses

granulos, via microtubulos, para a membrana plasmatica, a fusdo exocitética
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destes granulos com a membrana plasmatica e, finalmente, o recolhimento da
membrana “secretada” por endocitose (RORSMAN e RENSTROM, 2003). Nao
existem evidéncias de rotas de secrecdo nao granular de pro-insulina ou de
insulina (STEINER et al., 2001).

A maioria das moléculas de insulina € empacotada dentro de vesiculas e
secretada em via regulada por glicose e outros fatores, enquanto somente 1% é
secretada através da via constitutiva (basal) (RHODES e HALBAN, 1987). A via
quantitativamente mais importante para a liberagdo de insulina no intersticio da
ilhota é regulada pelo fon Ca®* (ORCI et al., 1973; WOLLHEIM e SHARP, 1981;
AMMALA et al., 1993).

Em humanos e em caes ha liberacao de insulina e peptideo C em
proporcées equimolares em condicdo basal ou estimulada (POLONSKY E
RUBENSTEIN, 1986).

O citoesqueleto da célula B € um importante componente da secreg¢ao de
insulina e a sua ruptura prejudica o processamento pos-transducional e a
mobilizacdo da insulina para a membrana plasmatica (DOYLE E EGAN, 2003).
Esta cadeia consiste de estruturas polimerizadas de filamentos de actina e
microtubulos, formando uma ponte importante entre o reticulo endoplasmatico, o
aparelho de Golgi e a membrana plasmatica. Os microtubulos sdo formados por
tubulina polimerizada e a aplicacdo de glicose na célula B aumenta a intensidade
desta polimerizacdo (MONTAGUE et al., 1976). A polimerizacdo de tubulina e a
mobilizacdo de vesiculas, através do citoesqueleto, sdo reguladas por proteinas
que se ligam a tubulina, conhecidas como proteinas associadas ao microtubulo,
as quais sao fosforiladas por proteina cinase A (EASOM, 2000). A fosforilacao de

microtubulinas e dos filamentos do citoesqueleto facilita a navegacédo das
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vesiculas em direcdo a membrana plasmatica (Figura 1.2). A quantidade de
actina polimerizada na célula f aumenta de 40% para 70% quando estimulada por

glicose (SWANSTON —FLATT et al., 1980; HOWELL e TYHURST, 1986).
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Figura 1.1: Modelo esquematico da sintese e do transporte celular da pré-insulina e
da secrecao de insulina, de peptideo C e de proé-insulina pelas vias secretéria e
“constitutiva” (STEINER et al., 2001).

Estudos ultra-estruturais mostraram que uma Unica célula beta contém
mais de 10.000 granulos secretérios (DEAN, 1973; OLOFSSON et al., 2002).
Andlises de correntes amperométricas sugerem que um unico granulo secretério

em célula beta humana contém 1,7 mM de insulina, o que equivale a uma
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concentragdo de insulina intragranular de 118 mM.L™. Em granulos de ratos, os

valores correspondentes sdo 1,6 aM e 74 mM.L ™" (HUANG et al., 1995).
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Figura 1.2: Dissociacao entre fusdao do granulo e evacuacao do seu interior. A.
Granulo da célula B encostado na membrana plasmatica. Na regido central ha insulina
hexamérica armazenada na forma cristalina. O halo do granulo contém substancias de
baixo peso molecular como ATP, ADP, serotonina e glutamato. B. Durante a exocitose, é
estabelecida transitéria e reversivelmente uma conexao estreita (< 1 nm, poro de fusao)
entre o interior do granulo e o espaco extracelular. Substancias de baixo peso molecular,
gue nao sejam a insulina, podem sair por este poro de fusdo. C. Quando o poro de fusédo
estd dilatado o suficiente (= 12 nm [TAKAHASHI et al., 2002], o granulo colapsa na
membrana plasmatica e a insulina € liberada (RORSMAN e RENSTROM, 2003).

Experimentos tém demonstrado que as vesiculas secretorias existem em
diferentes grupos funcionais e a liberacdo sequencial permite uma separagao
cinética dos componentes da exocitose. Somente 1 a 5% dos granulos pertencem
ao grupo prontamente disponivel para fusdo com a membrana plasmatica
(“readily releasable pool” — RPP) (ELIASSON et al, 1997; NEHER, 1998).

Na célula B, este grupo RPP pode conter entre 20 e 100 granulos
secretorios, dependendo das condi¢des experimentais (RENSTROM et al., 1997;
GROMADA et al.,, 1999). A liberacdo de tais granulos explicaria a 12 fase da

secrecdo de insulina (liberagdo rapida) e seu fim marcaria a deplecao deste

grupo.
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Cerca de 95 a 99% dos granulos pertencentes ao grupo nao disponivel
devem sofrer uma série de reagdes dependentes de ATP, de Ca®** e de
temperatura (coletivamente referidas como mobilizagdo) e assim obter a
capacidade de liberagcao. Este ultimo processo envolve a formacao do complexo
de proteinas SNARE (“SNAp Receptors”, onde SNAP: soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein) (XU et al., 1999; RETTIG e NEHER, 2002) e
reacdes adicionais de maturacdo, direcionando as vesiculas para a membrana
plasmatica (EASOM, 2000).

As proteinas SNARE ndo somente exercem seu papel na fusdao de
granulos com a membrana plasmatica, elas também asseguram que a entrada de
ions Ca®* seja restrita as areas da membrana plasmatica em intimo contato com
os granulos secretérios (BARG et al., 2002).

Como demonstrado pela primeira vez por Curry et al. (1968), a secrecao de
insulina em resposta a um aumento na concentracéo de glicose sanguinea segue
um padrao bifasico caracteristico: uma primeira fase rapida e transitéria, seguida
de uma segunda fase lenta e prolongada. Durante a segunda fase de secrecao a
concentracédo de insulina liberada é menor, mas sempre mais alta em relacao ao
controle pré-estimulatério. A primeira fase corresponde a liberacdo de vesiculas
do grupo prontamente disponivel e ocorre em humanos dentro de 3 a 5 minutos
apds a ingestdo de nutrientes, de glicose ou da administragdo intravenosa de
glicose. A segunda fase da secreg¢édo de insulina é dependente do transito do
grupo de vesiculas secretérias de reserva e do processamento de insulina recém
sintetizada. Esta fase € referida como fase de platd, com a glicemia retornando

aos niveis de po6s-estimulacao apos cerca de 120 minutos.
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Somente uma fracao do conteudo de insulina da célula é liberada durante a
estimulacdo. Em ilhotas de camundongos, as 12 e 22 fases de secrecédo liberam
0,14% por minuto e 0,05% por minuto, respectivamente (ANELLO et al., 1999).
Dado que cada célula beta contém cerca de 10.000 granulos, estes valores
correspondem a aproximadamente 15 e 5 granulos por minuto e por célula
(BRATANOVA-TOCHKOVA et al.,, 2002). Estima-se que o numero total de
granulos sofrendo exocitose durante a 12 fase (que dura 5-10 min) é de 40 a 80
granulos por célula beta.

A (¢licose inicia a 12 fase da secrecdao de insulina. Esta agdo é
compartilhada com outros estimulos que resultam na despolarizacdo da
membrana plasmatica (sulfoniluréias ou aumento no K" extracelular), contudo,
somente 0s secretagogos combustiveis sdo capazes de iniciar a 22 fase da
secrecao (HENQUIN, 2000).

E importante notar que a primeira fase da secrecdo de insulina é
praticamente inexistente e a segunda fase é reduzida no estado diabético

(NESHER e CERASI, 2002).

1.4. CANAL DE K* DEPENDENTE DE ATP E A SECRECAO DE INSULINA

Experimentos de patch-clamp estabeleceram que embora a célula
contenha entre 10 e 20 tipos de canais i6nicos diferentes (ASHCROFT e
RORSMAN, 1989), dois tipos de canais idnicos sdo particularmente importantes
para o inicio da secrecdo de insulina: o canal de K* regulado por ATP (Katp) € 0

canal de Ca®* dependente de voltagem (CCDV).
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Os canais de K* dependentes de ATP (Katp) fecham em resposta a
elevagao de ATP citoplasmatico. Esses canais foram descritos pela primeira vez
em miécitos cardiacos por NOMA et al. em 1983. Outras isoformas desses canais
foram identificadas em varios tipos celulares: célula B-pancreatica, célula
muscular esquelética, célula neuronal, célula muscular lisa e célula de Sertoli
(KAKEI, 2003; WASSERMANN e LOSS, 2004).

Na célula B, o canal Katp € um elemento chave na manutengdo do
potencial de repouso € na secrecdo de insulina estimulada por glicose
(ASHCROFT et al., 1984; RORSMAN e TRUBE, 1985; ASHCROFT e RORSMAN,
1989). Os canais Karp estao abertos quando os niveis de glicose circulante estao
baixos (3 mM). Esta concentracao de glicose € subestimulatéria ou sublimiar, isto
€, incapaz de estimular a secrecéo de insulina pela célula B. O efluxo de ion K*
através desses canais gera uma diminuicao de cargas positivas dentro da célula
e, portanto, o potencial de repouso da célula beta torna-se mais negativo
(RORSMAN e RENSTROM, 2003).

Apbs o aumento da glicemia, a glicose é transportada para o interior da
célula B pelo transportador de glicose GLUT2. Apéds entrar na célula B, a glicose é
fosforilada em glicose-6-fosfato por duas enzimas: a hexocinase IV (glicocinase)
de baixa afinidade (Km entre 6 a 11 mM.L") e a hexocinase | de alta afinidade
(Km < 0,1 mM.L"). Entretanto, a enzima de alta afinidade é fortemente inibida
pela glicose-6-fosfato, o que denota um papel preponderante da glicocinase na
fosforilacdo da glicose, caracterizando essa enzima como sensor de glicose nas
células secretoras de insulina. Esse mecanismo permite a formacao de glicose-6-
fosfato a partir de concentragdes fisiolégicas e suprafisiolégicas de glicose no

sangue (HABER et al., 2001). O metabolismo da glicose pela via glicolitica gera



34

ATP e a relacdo da fracao ATP/ADP aumenta no citoplasma (MATSCHINSKY,
1996). Essa relacdo ATP/ADP aumentada provoca o fechamento dos canais de
potassio dependentes de ATP e a despolarizagao da membrana celular, seguida
da abertura de canais de célcio do tipo L sensivel a voltagem. Assim, canais Katp
convertem informagcdo metabdlica em sinal elétrico na membrana plasmatica
(KAKEI, 2003). O aumento no influxo de Ca®** incrementa a concentragdo
intracelular de caélcio, desencadeando o0 processo exocitético na célula B
(PRENTKI e CORKEY, 1996).

Assim, o fechamento dos canais Karp inicia a liberacdo de insulina,
enquanto que a sua abertura inibe a secrecao desse horménio. Esse mecanismo
também pode ser desencadeado por outras moléculas que desempenham papel
modulador como os aminoacidos, a acetilcolina, a noradrenalina, os acidos graxos
e os hormdnios androgénicos (HABER et al., 2001).

O blogueio dos canais Katp com o0s hipoglicemiantes orais utilizados no
tratamento de diabetes tipo 2 (sulfoniluréias, como a tolbutamida e a
glibenclamida) (STURGESS et al., 1985) estimula a secre¢do de insulina mesmo
na auséncia de glicose, enquanto farmacos que abrem esses canais (por
exemplo, diazoxida) reduzem a secrecdo de insulina mesmo em presenca de
glicose (GRIBBLE E REIMANN, 2003a). Os efeitos desses farmacos no canal
Katp séo alterados em presenca de ADP (ZUNKLER et al., 1988; GRIBBLE et al.,
1997; MIYAMURA et al., 2000).

Mutagdes nos genes que codificam o canal Katp reduzem a atividade deste
canal, produzindo uma persistente despolarizacdo de membrana o que leva ao
influxo de Ca?* pela ativagdo do canal de Ca®* dependente de voltagem. Como

consequéncia, ha uma continua secregcao de insulina, independente da glicemia
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(hiperinsulinismo) (SEINO E MIKI, 2003; DUNNE et al., 2004; AITTONIEMI et al.,
2009).

Em contraste, mutacdées com ganho de fungdo previnem o fechamento do
canal Kate em resposta aos nucleotideos de adenina gerados metabolicamente.
Nesta situacdo, a célula B permanece hiperpolarizada mesmo quando 0s niveis
de glicose sanguinea aumentam, mantendo os canais de Ca?* fechados, portanto
sem influxo deste ion e sem secrecao de insulina (diabetes neonatal permanente)
(GLOYN et al., 2004; AITTONIEMI et al., 2009).

Muitos pesquisadores tém focado sua atenc¢édo na habilidade do canal Katp
em modificar sua condutividade em resposta ao estado metabdlico da célula. A
regulacao do canal por ATP apresenta uma discrepancia entre a sua inibicao por
niveis micromolares de ATP e a concentracao intracelular deste nucleotideo na
ordem de milimolar. Para resolver esta questdo, outros fatores que poderiam
regular este canal estdo sendo investigados. Foi observado que diversos fatores
influenciam a atividade do canal como, por exemplo, o ADP intracelular (KAKEI et
al., 1986), os fosfolipideos (HILGEMANN e BALL, 1996), o Mg®* (FINDLAY, 1987;
ASHCROFT e KAKEI, 1989), o Ca** (KAKEI e NOMA, 1984; FINDLAY, 1987), o
H* (KOYANO et al., 1993), os &cidos graxos de cadeia longa (BRANSTROM et
al., 1997; GRIBBLE et al., 1998), e os radicais livres (NAKAZAKI et al., 1995).

O canal Karp € um complexo hetero-octamérico com dois tipos diferentes
de subunidades proteicas: uma subunidade formadora do poro do canal de K*, a
Kir6.x, e uma subunidade regulatéria, o receptor de sulfoniluréia, SUR1, em uma
estequiometria de 1:1 (SUR1/Kir6.2); (ASHCROFT e GRIBBLE 1999; AGUILAR-
BRYAN e BRYAN, 1999). O receptor de sulfoniluréia (SUR1) foi clonado e

classificado como um membro da superfamilia “ATP-binding cassete”, contendo
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duas dobras de ligacao de nucleotideo (“nucleotide-binding folds” — NBF-1 e NBF-
2) (AGUILAR-BRYAN et al., 1995). Este canal estabiliza a membrana, préximo ao
potencial de equilibrio para o ion K*, portanto contrapondo-se a despolarizacao da
membrana (MICHELS e HOPPE, 2008) (Figura 1.3). As sulfoniluréias, os
estimuladores da abertura do canal Katp € 0 ADP ligam-se a SUR1, enquanto que

o ATP liga-se a Kir6.2 para fechar o canal.
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Figura 1.3: Envolvimento do canal Kap no estimulo da glicose sobre a secrecao de
insulina e sua estrutura. A) A glicose entra na célula B via transportador GLUT2. A
seguir, a metabolizacao da glicose leva a um aumento da concentragdo de ATP e queda
de MgADP. Isto resulta no fechamento do canal Karp, despolarizagdo da membrana,
abertura dos canais de Ca** dependentes de voltagem, influxo de Ca®* e exocitose dos
granulos de insulina. B) Topologia das subunidades SURT1 e Kir6.2, e sua estruturagéo no
canal Karp. WA e WB, sequéncias (motivos) Walker A e Walker B, respectivamente
(TARASOV et al., 2004).
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A razdo ATP/ADP determina a probabilidade de abertura dos canais mais
do que os niveis citoplasmaticos de ATP somente (DUNNE et al., 1988). Ja a
forma MgADP é necessaria para abrir o canal (ASHCROFT e KAKEI, 1989;
NICHOLS et al., 1996).

Os inibidores da atividade do canal Katp estdo classificados em dois
grupos: aqueles que interagem com Kir6.2 e aqueles que interagem com SUR. Os
que bloqueiam o canal Katp por se ligarem a subunidade Kir6.2 sao: imidazolinas
(por exemplo, fentolamina, cibenzolina) e antimalaricos (por exemplo, quinina,
mefloquina) (MUKAI et al., 1998; GRIBBLE et al., 2000). As drogas que fecham o
canal por unirem-se a subunidade SUR (nos sitios de alta afinidade) sao:
sulfoniluréias (por exemplo, tolbutamida, glicazida, glimepirida) e derivados da
benzamida (por exemplo, meglitinida). As sulfoniluréias também interagem com
Kir6.2, mas com baixa afinidade. Todos os farmacos que bloqueiam o canal Katp
estimulam a secrec¢do de insulina, mas somente aquelas que interagem com a
subunidade SUR sao utilizadas terapeuticamente no tratamento de diabetes tipo
2.

Os inibidores do canal Katp exibem diferengas na reversibilidade de sua
acao. A inibicao de corrente de Kir6.2/SUR1 por tolbutamida é rapidamente
reversivel, enquanto que aquela produzida por glibenclamida é lentamente
reversivel. Esta lenta reversibilidade pode ser explicada pelo fato desta
sulfoniluréia interagir com os dois sitios de alta afinidade de SUR1 (regido
transmembrana [TM] 15-16 e TM 5-6). Ja a tolbutamida interage apenas com TM

15-16 (GRIBBLE e REIMANN, 2003Db).
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As sulfoniluréias induzem ao fechamento do canal Karp , mas esta inibicao
de alta afinidade nao € completa visto que, mesmo em concentracées saturantes
destes farmacos, o canal é capaz de manter-se parcialmente aberto (PROKS et

al., 2002; GRIBBLE e REIMANN, 2003b).

1.5. CANAIS DE CALCIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM (CCDV)

Os canais de calcio dependentes de voltagem (CCDV) pertencem a
superfamilia de canais ibnicos protéicos transmembrana, na qual estao incluidos
0s canais de potassio e os canais de sbédio dependentes de voltagem (YU E
CATERALL, 2004). Na década de 1980, a estrutura protéica dos CCDV foi
determinada e as diversas subunidades que compde o canal identificadas
(BORSOTTO et al., 1985; FLOCKERZI et al., 1986; SIEBER et al,
1987;TAKAHASHI et al., 1987; VAGHY et al., 1987; LEUNG et al., 1988).

A principal subunidade dos CCDV é chamada de subunidade a1, e as
subunidades auxiliares sdo conhecidas como 3, a2, & e y. (HOFFMANN et al.,
1999) (Figura 1.4).

A subunidade a1 é a maior delas. Nesta subunidade encontram-se os
sensores de voltagem, o poro de conducédo idnica, o componente de portdo do
canal e os sitios de regulacado do canal por drogas e por toxinas. As subunidades
auxiliares modulam as propriedades do complexo do canal, gerando sua

diversidade eletrofisiol6gica e farmacolégica (HOFMANN et al, 1999).
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Figura 1.4: Representacoes do Ca,; e suas subunidades (DOLPHIN, 2006;
CATERALL et al., 2005).

1.5.1. Canais de Calcio dependentes de voltagem Ca,; (Tipo L)

Sao originalmente caracterizados por sua sensibilidade a diidropiridina e
por apresentarem uma condutancia prolongada (long lasting) apds a abertura do
canal (NOWYCKY et al., 1985). Esta classe apresenta quatro diferentes canais:
Cay1.1- Cayvi4 (ERTEL et al., 2000).

Os canais de célcio dependentes de voltagem tipo L (Cayin) tém
uma estrutura homologa aos demais CCDV, entretanto, o arranjo de suas
subunidades varia de acordo com o tecido e, consequentemente, alterando
sua funcdo (LACINOVA, 2005).

Como outros CCDV, os canais Cays tém uma subunidade as que determina
suas propriedades fisiologicas e farmacologicas (CATTERALL, 2000). Esta
subunidade associa-se as subunidades auxiliares, as quais facilitam a localizagao

do canal na membrana plasmatica e influenciam na ativagdo e na inativagcdo em
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relacdo a dependéncia de voltagem (BIRNBAUMER et al., 1998; CATTERALL,
2000, RICHARDS et al., 2004).

Além da diversidade da composicao das subunidades (SAFA et al., 2001;
LIPSCOMBE et al., 2002; TANG et al., 2004, SHEN et al., 2006), outros fatores
podem influenciar e modular a atividade do canal, como a presenca de
determinados fosfolipideos e modificagdes pés-transducionais (KAMP E HELL,
2000; PITT, 2007). A atividade dos Ca,; também pode ser modificada por
hormonios, neurotransmissores e mediadores ligados ao receptor acoplado a
proteina G (GPCR) (MACREZ et al., 1997; DE WAARD et al., 1997; VIARD et al.,
1999). Ha relatos de que ambas as subunidades da proteina Gs (Ga e Gpy),
podem exercer esta modulagao sobre o Ca,; através de diferentes mensageiros

(CALLAGHAN, 2006).

1.5.2. Canais de calcio e a célula

As células beta pancreéticas contém de 3 a 4 tipos distintos de canais de
célcio descritos (RORSMAN e RENSTROM, 2003), entretanto, somente o canal
de calcio tipo L parece estar relacionado com a exocitose dos granulos contendo
insulina (WISER et al, 1999; BARG et al, 2002; RORSMAN e RENSTROM, 2003).
Eles estdo localizados préximos a regidao exocitoticamente ativa da membrana
plasmatica (BOKVIST et al, 1995). A atividade deste canal é potencializada por
proteina cinase A (PKA) e proteina cinase C (PKC) (DOYLE E EGAN, 2003).
Como ja descrito anteriormente, a despolarizacao iniciada pelo fechamento dos
canais Karp ativa a cinética de conducéao do canal tipo L, levando a um influxo de
célcio, o qual desencadeia o0 movimento das vesiculas secretérias em direcao a

membrana plasmatica e consequente liberacao de insulina.



41

1.6. REGULACAO FISIOLOGICA DA SECRECAO DE INSULINA

A resposta secretéria na célula B requer uma agcdo combinada de
nutrientes, hormoénios e neurotransmissores atuando em receptores acoplados a
proteina G (LANG, 1999). Além disso, as células endécrinas na ilhota pancreatica
interagem umas com as outras (JO et al, 2009). Tem sido demonstrado que
interagbes quimicas, por meio de horménios e de neurotransmissores, entre
células adjacentes (interacbes paracrinas) afetam a regulacdo da glicose
sanguinea. Assim, a principal dificuldade na compreensdo dessas interacdes
homeostaticas reside na complexidade do “sistema ilhota”, o que inclui muitas
interacdes entre diferentes tipos celulares coexistentes trabalhando em diferentes
condigdes (JO et al, 2009). Diversos fatores controlam estas interagdes celulares

e, consequentemente, a secrecao da célula B.

1.6.1. Nutrientes

Glicose é a substancia fisioldgica mais importante na regulacdao da
liberacdo de insulina. A concentracdo minima de glicose capaz de estimular a
secrecao de insulina pela célula B é chamada concentragao limiar, cujo valor € de
5 mM. Além da glicose, outros monossacarideos e metabdlitos de carboidratos:
D-manose, D-gliceraldeido, diidroxiacetona, D-glicosamina, N-acetilglicosamina,
frutose e galactose sdo estimuladores ou potencializadores da secrecao de
insulina, in vitro (ASHCROFT e RORSMAN, 1989; POLONSKY e O’MEARA,
2001). A célula B apresenta metabolismo distinto quando comparada aos demais
tipos celulares de mamiferos: 1) ela utiliza glicose em um nivel fisiologicamente

relevante (2-20 mM.L™") e expressa uma combinagdo de GLUT2 (transportador de
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glicose de alto Km) e glicocinase; 2) apresenta baixa atividade da lactato
desidrogenase e do transportador de membrana piruvato monocarboxilato/lactato
e, correspondentemente, alta atividade do trocador mitocondrial malato-aspartato,
assegurando oxidacdo mitocondrial de NADH; 3) possui alta atividade das
enzimas piruvato desidrogenase e piruvato carboxilase, favorecendo que ambas
as vias anaplerética e metabolismo oxidativo da glicose/piruvato possam coexistir.
Todas estas adaptacées metabdlicas especificas sdo ajustadas para reforcar a
atividade mitocondrial do ciclo do acido tricarboxilico, fosforilacdo oxidativa e
producéo eficiente de ATP (NEWSHOLME et al., 2007) (Figura 1.5).

A L-glutamina e a L-alanina sdo os aminoacidos mais abundantes no sangue e
nos fluidos extracelulares de mamiferos, seguidos por aminoacidos de cadeias
ramificadas. Entretanto, os aminodacidos individualmente ndo estimulam a
secrecao de insulina, in vitro, quando adicionados em concentragdes fisiologicas.
Combinacbes de aminoacidos ou dose mais elevadas que as fisioldgicas sao
mais efetivas nesta acdo. Somente poucos aminoacidos aumentam
sinergicamente a secrecdao de insulina pelas células beta, embora seus
mecanismos sejam diversos (FAJANS et al., 1967; MCCLENAGHAN et al., 1996).
Aminoacidos catibnicos, como L-arginina, agem diretamente despolarizando a
membrana da célula B em pH fisiol6gico e em presenca de glicose, entretanto,
este aminodacido é encontrado em concentragdes baixas (0,07mM.L™") no sangue.
Outros aminoacidos co-transportados com Na* também podem despolarizar a
membrana e induzir a secrecdo de insulina através da ativacdo de canais de
célcio dependentes de voltagem. O metabolismo resultante da oxidacao parcial de

L-alanina leva ao aumento intracelular de ATP, determinando o fechamento de



43

canais Karp €, consequentemente, a exocitose das vesiculas contendo insulina
(MAECHLER, 2002) (Figura 1.5).

Em contraste com os aminoacidos, varios lipideos e seus metabdlitos tém um
efeito menor sobre a liberagcdo de insulina (POLONSKY e O’'MEARA, 2001). A
exposicao aguda a glicose e aos acidos graxos livres (AGL) promove a secrecao
de insulina. No entanto, exposicao crénica a altas concentracées de AGL ou de
glicose pode levar a inibicdo da secrecao de insulina via ciclo de Randle
(RANDLE, 1994). O ciclo de Randle, descrito por Randle e colegas em 1963, é
um processo metabodlico que envolve a competicdo da glicose e dos acidos
graxos como substratos (BEVILACQUA et al., 1990). Este ciclo pode estar
presente na diabetes tipo 2 e na resisténcia a insulina (SHULDINER e
MCLENITHAN, 2004; DELARUE e MAGNAN, 2007). O mecanismo envolve
malonil-CoA e sua inibicdo da carnitina palmitoiltransferase | (CPT1). A oxidacao
da glicose produz citrato, o qual pode ser convertido a malonil-CoA pela acetil-
CoA carboxilase. A malonil-CoA pode, entdo, ligar-se a e inibir uma das diversas
isoformas de CPT1 especificas dos tecidos. A CPT1 é um transportador de acidos
graxos de cadeia longa na membrana externa mitocondrial que regula o ritmo da
oxidacao dos acidos graxos. Assim, a oxidacdo aumentada de glicose inibe a
oxidagao de acidos graxos via malonil-CoA, a qual pode, entdo, ser utilizada como
substrato para a sintese de acidos graxos (SHULDINER e MCLENITHAN, 2004;

DELARUE e MAGNAN, 2007).
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Figura 1.5: Modelo de regulacao da secrecao de insulina na célula p estimulada por
glicose e por aminoacidos. A glicose é transportada através da membrana plasmatica
(GLUT 2) e é metabolizada via glicélise, fornecendo piruvato (Pyr), o qual é entdo
metabolizado pelo ciclo do acido tricarboxilico. O metabolismo mitocondrial € também
ativado por aminodacidos tais como alanina, glutamina ou glutamato. O ciclo do acido
tricarboxilico gera equivalentes redutores o0s quais sao transferidos para a cadeia
transportadora de elétrons, determinando a geragcado de ATP. O aumento nos niveis de
ATP leva ao fechamento dos canais Karp € despolarizagdo da membrana celular. Esta
despolarizacdo abre os canais de Ca®* dependentes de voltagem, aumentando [Ca®]i, o
que dispara a exocitose de insulina. Sinais metabdlicos adicionais podem ser gerados de
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico, os quais “amplificam” a estimulacéo inicial
dependente de Ca* para a exocitose de insulina. (NEWSHOLME et al., 2007)

Também os metabdlitos de aminoacidos: fenilpiruvato, a-cetocaproato, o-
cetoisocaproato e a-ceto-f-metilvaleriato sdo potentes estimuladores da secrecao

de insulina (ASHCROFT e RORSMAN, 1989, POLONSKY e O'MEARA, 2001).

1.6.2. Efeito incretina e horménios
A secrecao de insulina € maior quando a glicose € administrada oralmente
do que pela via intravenosa (TILLIL et al., 1988). Este maior aumento é devido ao

“efeito incretina” (CREUTZFELDT e EBERT, 1985): a maior resposta na liberacédo
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de insulina é estimulada por hormdnios gastrointestinais, incluindo polipeptideo
insulinotrépico dependente de glicose (GIP, também conhecido como peptideo
inibidor gastrico), colecistocinina (CCK) e peptideo semelhante ao glucagon-1
(“glucagon-like peptide-1”, GLP-1) (DUPRE et al., 1973; SCHMIDT et al., 1985;
ZAWALICH e DIAZ, 1987). Estes hormbnios séo liberados de células enddcrinas
intestinais apds a ingestdo de alimento e via corrente sanguinea estimulam a
secrecao das células B. VIP, secretina e gastrina também atuam de maneira
similar, aumentando a secrecao de insulina induzida por glicose, porém seu exato
papel fisiologico nesta regulacao precisa ser melhor elucidado (POLONSKY e
O’MEARA, 2001). O efeito incretina explica a significativa resposta secretéria da
célula B ao aumento modesto na glicemia ap6s a refeicdo em sujeitos nao
diabéticos. A acao incretina foi demonstrada por estudos in vitro nos quais
concentracdes de glicose similares aquelas encontradas ap6s uma refeicao
determinam uma resposta de magnitude menor na auséncia de hormdnios
gastrointestinais (RASMUSSEN et al., 1990).

Outros hormdnios exercem um papel estimulatério na secrecao de insulina,
como por exemplo, o glucagon, o horménio do crescimento (FELIG et al., 1971),
fator liberador de corticotrofina (KANNO et al., 1999), glicocorticoides (KALHAN e
ADAM, 1975), prolactina (LANDGRAF et al.,, 1977) e lactogénio placentario

(BECK e DAUGHADAY, 1967).

1.6.3. Sistema nervoso auténomo
O sistema nervoso parassimpatico e o simpatico inervam ricamente as
ilhotas pancreaticas. Os respectivos neurotransmissores e neuropeptideos

liberados dessas terminacdes nervosas exercem importantes efeitos regulatérios
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sobre a liberagao de insulina (GILON e HENQUIN, 2001). A acetilcolina, o VIP, o
polipeptideo pituitario ativador da adenilato ciclase (“pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide”, PACAP) e o peptideo liberador de gastrina (GRP) sao
liberados das terminacdes nervosas parassimpaticas. A noradrenalina, a galanina
e o0 neuropeptideo Y sao liberados das terminagbes nervosas simpaticas
(MOLINA, 2010). A ativacao do nervo vago estimula a secrecao de insulina, de
glucagon, de somatostatina e de polipeptideo pancreatico (GILON e HENQUIN,
2001, MOLINA, 2010). Em relacdao a acao simpatica, altas concentracbes de
adrenalina e noradrenalina estimulam receptores ap-adrenérgicos na célula B e
inlbem a secregdo de insulina, mas em concentragdes baixas, estas
catecolaminas ativam receptores B-adrenérgicos e estimulam a secrecdo de

insulina (COORE e RANDLE, 1964; PORTE et al., 1966; DAS et al., 2006).

1.6.4. Acao paracrina nas células da ilhota pancreatica

O acoplamento entre células da ilhota, via juncbes comunicantes, foi
primeiro documentado por microscopia eletrénica (ORCI et al., 1975) e, apos,
utilizando-se transferéncia de corante (MICHAELS e SHERIDAN,1981; MEDA et
al., 1986). Estes estudos evidenciaram acoplamentos homoélogos (entre células do
mesmo tipo) e heterblogos (entre células de tipos diferentes) (KANNO et al.,
2002). Nadal et al. (1999), utilizando microscopia confocal e indicadores
fluorescentes de Ca®*, demonstraram que, embora as células B funcionem em
sincronia, as células o e & variam independentemente das células B, o que
contraria Meda et al. (1986). Gopel et al. (1999) nado obtiveram nenhuma

evidéncia para o acoplamento elétrico entre células heterdlogas da ilhota.
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A Figura 1.6 sumariza a interacdo paracrina que ocorre na ilhota
pancreatica.

A auto-regulagao positiva (autdcrina) da insulina (insulina induzindo sintese
e/ou secrecao de insulina) em presenca de 3 mM de glicose foi demonstrada por
Aspinwall et al. (1999). Estes autores acreditam que a secrecéao é dependente da
liberagdo de Ca?' do reticulo endoplasmatico (ASPINWALL et al., 2000).
Outrossim, foi observado que a insulina ativa o canal Kate, hiperpolariza a célula

B e suprime a oscilacdo de Ca®* evocada por glicose 10 mM (KHAN et al., 2001).

A célula B possui microvesiculas semelhantes as sinapticas, que contém
acido y-aminobutirico (GABA) (THOMAZ-REETZ e DeCAMILLI, 1994), além dos
granulos de ndcleo denso contendo insulina. Existem evidéncias que as células a
e O expressam receptores GABAx (RORSMAN et al., 1989) e é possivel que o
GABA liberado das microvesiculas da célula B module o potencial de membrana
das células a e 9§, influenciando a liberacdo de glucagon e de somatostatina
(KANNO et al., 2002).

Em presenca de altos niveis de glicose, a secrecao de glucagon é inibida
por insulina, GABA e Zn?* secretados pela célula p (GROMADA et al., 2007;
ISHIHARA et al., 2003).

A somatostatina serve como um inibidor de amplo espectro das secrecdes
enddcrinas e exdécrinas. Entretanto, a concentracdo de somatostatina sanguinea,
originaria principalmente do sistema gastrointestinal, € muito baixa para afetar as
células-alvo dentro das ilhotas. Assim, a somatostatina liberada das células & é
considerada como inibidor local da secrecao de insulina e de glucagon das

células B e a, respectivamente (STAGNER e SAMOLS, 1992). Por outro lado, foi
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observado que a liberacdo de somatostatina pela célula & pode ser controlada

pelas secrecoes das células a e B (UNGER e ORCI, 1977).
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Figura 1.6: InteracGes entre os produtos de secrecdao dos principais tipos de
células da ilhota. Sao mostrados os efeitos dos hormédnios da ilhota sobre as células q,
B e 8. A direcdo do fluxo sanguineo dentro da ilhota esta indicado por setas abertas
(KANNO et al., 2002).

1.7. TESTOSTERONA E ACAO NAO CLASSICA

Os hormbnios andrégenos apresentam um grande espectro de acao sobre os
tecidos reprodutivos, musculo, 0sso, foliculos pilosos pele, figado e rins, além de
agir sobre os sistemas hematopoiético, imune e nervoso central (MOORADIAN et
al., 1987). Os efeitos androgénicos estdo associados a masculinizacdo e a
reproducado. Ja os efeitos anabdlicos estdo relacionados com a sintese protéica

no musculo esquelético e a mineralizagdo do osso (KICMAN, 2008).
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A testosterona é o andrégeno de maior circulagdo plasmatica. Dois
andrégenos de acao mais fraca, desidroepiandrosterona e androstenediona, séo
sintetizados principalmente na glandula adrenal (em pequena quantidade também
no cérebro). Eles exercem 5 a 10% da atividade da testosterona (MAINWARING,
1977). A androstenediona é convertida em testosterona principalmente na célula
de Leydig e em tecidos periféricos, ou aromatizada em estradiol. A testosterona é
metabolizada em um potente andrégeno 5a-diidrotestosterona pela enzima 5a-
redutase ou em estradiol pela P450-aromatase (estrogénio sintase). (Figura 1.7)

No modelo classico de acado de esterdides, estes hormbnios, como a
testosterona e seu metabdlito Sa-diidrotestosterona, difundem-se através da
membrana plasmatica e ligam-se ao receptor intracelular de andrégeno
(“androgen receptor” - AR). O AR é membro de uma superfamilia de receptores
nucleares, os quais funcionam como fatores de transcricao induziveis por ligantes.
A ligacdo de andrégenos ao AR induz a dimerizagdo do receptor, a unido dos AR
a sequéncias especificas do DNA, chamadas de elemento de resposta ao
hormbnio, e o recrutamento de correguladores para promover ou inibir a
expressao dos genes-alvo e subsequiente sintese protéica (BEATO, 1989; ZHOU
et al., 1994; QUIGLEY et al., 1995; HE et al., 1999; ROY et al., 1999).

Nas ultimas duas décadas numerosos trabalhos cientificos demonstraram que
algumas respostas dos esterdides envolvem um mecanismo nao classico, isto é,
nao genémico e de acgao rapida (segundos a minutos) (FORADORI et al., 2008;
WALKER, 2009; WASSERMANN e LOSS, 2004). Em 1941, Selye descreveu uma
acado de andrégenos com laténcia de segundos e uma rapida velocidade da
resposta, sugerindo uma acao direta do horménio na membrana plasmatica. A

rapida acdo de esterdides recebeu atencdo em 1967 quando Szego e Davis
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reportaram que doses fisiolégicas de  17B-estradiol administradas
intravenosamente aumentaram em 15 segundos a concentracao uterina de AMPc
em camundongos ovariectomizados. Estas acdes foram definidas por McEwen et
al. (1978) como um “efeito ndo gendmico”. O conceito de que esterdides podem
atuar rapida e especificamente foi subsequentemente formalizado, baseado em
trabalho com esterbides neuroativos (PAUL e PURDY, 1993; KELLY e LEVIN,

2001; WASSERMANN e LOSS, 2004).

Colesterol

—

Pregnenolona Progesterona

17a-Hidréxi-pregnenclona 17a-Hidréxi-progesterona

}

Desidroepiandrosterona Androstenediona

TESTOSTERONA

~

Diidrotestosterona 17p-Estradiol

Figura 1.7: Via biossintética de andrégenos. A sintese de andrégenos inicia a partir
do colesterol. A desidroepiandrosterona e a androstenediona sao produzidas,
principalmente, no cortex adrenal. A androstenediona é convertida em testosterona ou
estradiol, principalmente, nos testiculos e nos tecidos periféricos. A testosterona pode
ser convertida em um andrégeno mais potente, a diidrotestosterona pela 5a-redutase,
ou em estradiol pela aromatase (MICHELS e HOPPE, 2008).

O efeito rapido e especifico da testosterona na membrana plasmatica em
concentracdes fisioldgicas foi observado primeiro por Yamada em 1979. O
autor observou que a testosterona estimula o ritmo de disparo do potencial de

acao em neurdnios do nucleo septal do hipotalamo anterior com uma laténcia
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de resposta de 2 a 30 segundos. Koenig et al. (1982) relataram que
concentracdes fisiolégicas de testosterona (1-10 nM) induziram uma rapida
estimulacado (<1 min) de endocitose e transporte de aminoacido e de glicose
em cértex renal de camundongo.

Baseados nos resultados acima descritos e na similaridade da agdo nao
classica de outros esterdides foram estabelecidos critérios basicos para
caracterizar a acao nao classica de andrégenos (FORADORI et al., 2008): 1)
velocidade. Os efeitos devem ocorrer em uma fracao de tempo (segundos a
minutos) ndo suficientemente longa para que ocorra a transcricdo/traducao
génica. O modelo classico prediz que a laténcia entre a exposicdo ao
esterdide e as respostas observadas ndo podem ser mais curtas que o tempo
necessario para o esteréide desencadear a transcricdo génica seguida pela
sintese protéica. 2) mediado pela membrana plasmatica. A resposta
hormonal pode envolver receptores embebidos na membrana ou associados a
ela, ou proteinas de ligacdo. A acdo hormonal pode ser induzida mesmo
quando o esterodide esta conjugado as moléculas que impecam sua entrada na
célula ou a translocacgéo para o nucleo quando ligado ao receptor. O exemplo
mais comum é o uso de testosterona conjugada a albumina sérica bovina. 3)
caréncia da ativacao da maquinaria de transcricao/traducao. Experimentos
demonstraram que alguns efeitos dos andrégenos nao sdo bloqueados por
inibidores da transcricdo génica e da traducéo, indicando que certas respostas
dos esterdides podem ser obtidas quando a transcricdo ou a sintese protéica
esta alterada ou é impossivel (FORADORI et al., 2008).

Segundo MICHELS e HOPPE (2008), o efeito ndo classico de esterdides

pode ser potencialmente mediado: 1) por ligacédo direta do horménio a um sitio
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de ligacao especifico na auséncia de AR; 2) pelo classico AR intracelular; 3)
por um AR transmembrana distinto do classico, isto &, receptor acoplado a
uma proteina G transmembrana, ou 4) via modificacdes na fluidez da
membrana via interacdo de esterdides hidrofébicos com a cabeca polar de
fosfolipideos de membrana (microdominios) (WILLMER, 1961; DUVAL et al.,
1983) Os primeiros trés mecanismos sao frequentemente usados para explicar
os efeitos rapidos dos esterdides, enquanto o Ultimo costuma ser
negligenciado (MICHELS e HOPPE, 2008).

A existéncia de um novo AR ligado a membrana tem sido postulada por
estudos de ligacdo especifica de andrégenos a membrana plasmatica em
diferentes tipos celulares, incluindo células endoteliais (FIGUEROA-
VALVERDE et al., 2002), células de cancer de mama (HATZOGLOU et al.,
2005), células de céancer prostatico (KAMPA et al., 2002), osteoblastos
(ARMEN e GAY, 2000), macréfagos (GUO et al., 2002) e linfécitos T
(BENTEM et al., 1999a; BENTEM et al., 1999b). Infelizmente, o AR de
membrana nao foi ainda purificado ou clonado ndo permitindo, assim, sua
caracterizagédo definitiva (FORADORI et al., 2008). Um candidato € o receptor
AR45, variante do AR que ndo possui parte do dominio N-terminal codificado
pelo exon 1. Este receptor foi descoberto no coragcao e no musculo esquelético
(AHRENS-FATH et al., 2005). Ainda ndo esta claro se este AR truncado
exerce um papel significativo na acdo de andrégenos nesses tecidos
(FORADORI et al., 2008).

Os andrégenos podem atuar sobre diversas vias de sinalizacao e estas

vias estdo conectadas umas as outras (Figura 1.8).
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1.Testosterona (T) liga-se ao receptor de andrégeno associada a membrana (AR).

2. Ativacao de PLC para produzir 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP;) e DAG. 3. Inibi¢do do
canal Karp por IP; e/ou DAG, levando & despolarizacdo da membrana. 4. Influxo de Ca®
leva ao aumento na [Ca®]i. 5. [Ca®]i atua, através de uma via desconhecida, na ativacdo
de ERK. O influxo de Ca** pode também ter outros efeitos (exemplo: citoesqueleto). 6.
Uma via alternativa para a ativagdo de ERK. Testosterona liga-se a um receptor
associado a membrana, o qual acopla-se com e ativa a cinase Src. 7. Ativagao direta de
EGFR por SRC (ativado por AR ligado a testosterona) estimula Ras, a qual, por sua vez,
ativa a cinase RAF. 8. Cinase RAF estimula MEK, o qual, por sua vez, ativa ERK. 9. A via
ERK fosforila CREB para modular a expressao génica, determinando efeitos na
espermatogénese. Abreviagcoes: AR, receptor de androgeno associado a membrana;
CREB, proteina ligadora do elemento de resposta ao AMPc; DAG, diacilglicerol; EGFR,
receptor do fator de crescimento epidérmico; ER, reticulo endoplasmatico; GPCR,
receptor acoplado a proteina G; IP3, inositol trisfosfato; PLC, fosfolipase C; SRC, cinase
Src; RAS, proteina Ras GTPase; RAF, cinase Raf; T, testosterona; ? indica efeitos que
requerem estudos futuros (RAHMAN e CHRISTIAN, 2007).

1.7.1. Efeitos da testosterona sobre a membrana de diferentes células
A existéncia de um receptor androgénico de membrana (MAR) na
superficie celular tem sido presumida por varios autores com base na existéncia

de sitios de ligacdo a andrégenos especificos (HEINLEIN e CHANG, 2002;
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WALKER, 2003). Sitios de ligacao a testosterona foram constatados na superficie
de células T esplénicas com a utilizacdo de testosterona conjugada a albumina
sérica bovina (T-BSA) e ligada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC). A
fluorescéncia da T-BSA-FITC foi localizada junto com a da ConArhodamine, um
marcador de membrana plasmatica (BENTEN et al., 1999a). O trabalho de Benten
et al. (1999b) evidenciou a presenca de receptores funcionais para testosterona
na superficie de macréfagos IC-21 de ratos iAR-free (isto é, ratos que nao
possuem receptores de andrdégenos intracitoplasmaticos). A membrana
plasmatica ndo € permeavel a T-BSA-FITC. Assim o uso do horménio conjugado
tornou possivel localizar os sitios de ligagdo a testosterona na membrana
plasmatica de macréfagos IC-21 intactos por microscopia laser “confocal
scanning”. Os receptores de testosterona na superficie destas células sao
funcionalmente ligados & homeostase do Ca®* intracelular. A ligacdo da T-BSA
provoca incremento da [Ca®']i dentro de segundos devido, predominantemente,
aos estoques intracelulares de Ca®*. Além disso, os dados revelam que os
receptores de membrana da testosterona sdo também acoplados a fosfolipase C
(PLC) via uma proteina G (BENTEN et al.,1999b).

Em concentracbes fisiologicas (1-10 nM), a testosterona estimula
rapidamente (menos de 1 minuto) a endocitose e o transporte de aminoacidos e
de glicose no cértex renal de ratos, representando uma resposta direta e
especifica mediada por receptor localizado na superficie da célula-alvo (KOENIG
et al., 1982). Em midcitos cardiacos de rato, concentracbes nanomolares de
testosterona induziram uma rapida elevacao (menos de 5 segundos) na atividade

da ornitina descarboxilase e na concentragdo de poliaminas (espermina e

espermidina), assim como uma aguda (30-60 segundos) estimulagédo do fluxo de
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Ca?* e dos transportes de membrana dependentes de Ca** (endocitose e
transporte de aminoacidos e de glicose) (KOENIG et al., 1989).

Em neurbnios do géanglio pélvico maior de ratos (células-alvo da
testosterona que controlam o trato urogenital), a testosterona alterou o potencial
de repouso da membrana, causando lenta despolarizacao com curta laténcia (1-2
minutos) em concentragdes fisiologicas (1 nM) (FELIX et al., 2001).

A testosterona aumenta rapidamente a concentragdo de Ca?" intracelular
em células de Sertoli de ratos de 17-20 dias de idade (GORCZYNSKA e
HANDELSMAN, 1995). Os mesmos autores sugerem que o0 horménio exerca
seus efeitos através de uma via rapida de sinalizacado de membrana. A existéncia
de um sistema alternativo de receptores de superficie celular para andrégenos em
células de Sertoli de ratos imaturos (pré-puberes) tem sido postulada por meio de
medidas do fluxo de célcio. A testosterona também aumenta a captacdo de *°Ca?*
em células de Sertoli de ratos imaturos (LEITE et al., 1999). Em células de Sertoli
de ratos irradiados in utero com ®°Co entre os dias 19 e 20 de gestacdo
(WASSERMANN et al., 1992), a testosterona induziu uma imediata (menos de 1
segundo) e transitbéria despolarizacdo da membrana. Usando a mesma
preparacao, Miranda et al. (1998) mostraram que a sulfoniluréia glibenclamida
estimula em 20 segundos a captacdo de “*Ca?® através dos canais de célcio
dependentes de voltagem e induziu prolongada despolarizacdo da membrana das
células de Sertoli.

Von Ledebur et al. (2002) demonstraram que a aplicacdo topica de
testosterona (0,1-0,25 puM) em tdbulos seminiferos de ratos imaturos induziu
imediata despolarizacao (menos de 1 segundo) em células de Sertoli empaladas.

Este efeito aumentou com o tempo, atingindo o maximo em 5 minutos. Apds
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lavagem da preparacdo com solucdo fisioldgica, o potencial de membrana
retornou a valores proximos daqueles do potencial de repouso em 5 minutos. Esta
resposta da célula de Sertoli foi especifica, visto que o estradiol e a progesterona
nao produziram efeitos sobre o potencial de membrana desta célula.

As agles da glibenclamida sobre o potencial de membrana das células de
Sertoli sdo despolarizacao e aumento da resisténcia, ambas irreversiveis (VON
LEDEBUR et al., 2002). Os efeitos homologos da testosterona e da glibenclamida
na resposta eletrofisioldgica das células de Sertoli apontam para o envolvimento
dos canais Katp na agéo do hormdnio (WASSERMANN e LOSS, 2004).

Em adicdo ao receptor classico intracelular, a acdo da testosterona é
mediada por sitios identificados na membrana (KONOPLYA e POPPOF, 1992). A
ligacdo da testosterona ao GPCR resulta em uma rapida ativacdo de PLC, a qual,
por sua vez, hidrolisa o fosfatidil-inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) a inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Consequentemente, a deplecao de PIP2
inibbe a condutancia através do canal Karp, devido ao desequilibrio de cargas
ibnicas. O fechamento do canal Katp despolariza a membrana da célula de Sertoli
e aumenta o influxo de Ca®* na célula (LOSS et al., 2007).

Ao mesmo tempo, a acdo da PLC em estimular o metabolismo de PIP2 e
produzir IP3 causa a liberagdo de Ca®" do reticulo endoplasmatico, o qual atua
como um segundo mensageiro com efeitos multiplos (BERRIDGE et al., 1998). O
PIP2 e o Ca? podem atuar inversamente na estabilidade da cadeia do
citoesqueleto que sustenta a membrana plasmatica (JANMEY, 1994). Proteinas
de ligacdo & actina, tal como a gelsolina, sdo ativadas por Ca®* e levam a uma
despolimerizacdo dos filamentos de actina F; o PIP2 antagoniza estas reacées

estabilizando estes filamentos (SAMBRANO et al., 2003).
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Em adicdo a estas acbes rapidas de membrana e de citoesqueleto, a
testosterona mostrou rapida inducao (dentro de 15 minutos) da fosforilagcdo e da
ativacao de proteina cinase regulada por Ras (extracellular signal-regulated
kinase), de proteina cinase regulada por mitogénicos (ERK MAPK) e de proteina
ligadora do elemento de resposta ao AMPc (cCAMP response element binding
protein — CREB) em células de Sertoli de ratos de 15 dias de idade (WALKER,
2003). O aumento dos niveis de [Ca**]i induzido por testosterona ativam o CREB;
os bloqueadores do influxo de Ca®" podem inibir a fosforilagdo de CREB em
células de Sertoli (WALKER, 2003). Cheng et al. (2007) relataram que o rapido
efeito da testosterona em célula de Sertoli (1-120 minutos) resulta na migracao de
AR para a membrana plasmatica, facilitacdo da interacdo AR-Src e inducdo da
fosforilacdo e ativacdo da proteina cinase Src. Subsequentemente, a via MAP
cinase é estimulada através da via EGFR. Assim, a via de sinalizacdo nao
classica da testosterona € capaz de regular numerosos fatores de transcricéo,
incluindo CREB (BISCARDI et al., 1999).

Fix et al. (2004) demonstraram a importancia da regulacdo do fator de
transcricdo CREB pela testosterona para a manutencdo da espermatogénese.
Inicialmente, pensava-se que CREB era fosforilado na célula de Sertoli,
predominantemente, por meio das vias de sinalizagdo mediadas por AMPc e Ca?*,
e iniciadas pela ligacdo de FSH a receptores acoplados a proteina G na
membrana da célula de Sertoli (SIMONI et al., 1997). Entretanto, a acédo da
testosterona na célula de Sertoli ndo aumenta os niveis de AMPc, mas eleva o
[Ca?']i, sugerindo que a testosterona pode atuar através de uma via que é

complementar aquela utilizada por FSH (FIX et al., 2004).
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Finalmente, o aumento na concentracdo de Ca®" intracelular induzido por
FSH e testosterona na célula de Sertoli parece ter diferentes efeitos celulares. Por
exemplo, a captacdo de Ca®" estimulada por FSH estaria relacionada a
proliferacdo celular (DAHIA e RAO, 2006), enquanto que o aumento do Ca?'
produzido por testosterona é, ao menos em parte, relacionado a migracao celular

do epitélio germinativo (CHENG e MRUK, 2002).

1.8. ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS E NANDROLONA

Em homens, os andréogenos sao essenciais para sustentar a fungao
reprodutiva. Eles também exercem um importante papel em outras funcbes, como
a manutencdo dos tecidos muscular esquelético e 6sseo, e a fungado cognitiva
(KICMAN, 2008).

Esterdides anabdlicos androgénicos sdo substancias sintéticas similares aos
hormbnios sexuais masculinos, possuindo efeitos androgénicos e anabdlicos.
Esses esterbides anabodlicos sdo utilizados desde a década de 50 para
desenvolver a performance atlética e muscular, aumentando a massa corporal
livre de gordura, o tamanho do musculo esquelético e sua forca (VAN
AMSTERDAM et al., 2010). Além disso, o uso da testosterona e seus congéneres
tem sido proposto como contraceptivo masculino e como agente de redistribuicao
da massa de gordura abdominal em homens obesos de meia idade (COMHAIRE,
1994; CUMMINGS e BREMNER, 1994). A sua acgao contraceptiva por depressao
da secrecdo de LH e de FSH hipofisarios, destituindo os testiculos dos sinais
estimulatorios necessarios para a espermatogénese, determina uma marcada

diminuicdo na contagem de espermatozdides e infertilidade na maioria dos
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homens (AMORY, 2008). Esterbéides anabdlicos androgénicos também tém sido
utilizados na reposicdo de massa muscular em pacientes com excessiva perda
desse tecido, como ocorre em infectados com HIV e em outras doengas (PARR et
al., 2010).

Algumas modificagdes tém sido introduzidas na molécula de testosterona na
tentativa de maximizar o efeito anabdlico, minimizar o efeito androgénico e
diminuir a metabolizagdo hepatica do horménio (KICMAN, 2008). Para resistir a
esta metabolizacdo e atingir niveis plasmaticos desejaveis, mais de 1.000
derivados da testosterona tém sido sintetizados e podem ser divididos em trés
classes. Classe A sao ésteres 17-B-hidroxi de testosterona com uma elevada
solubilidade em lipideos, requerendo administracdo intramuscular. Classe B séo
alquilados na posicao 17-a-hidroxi e podem ser administrados via oral. Classe C
sdao compostos alquilados nos anéis A, B ou C da testosterona, podendo
igualmente ser administrados por via oral (HALL e HALL, 2005).

Para a preparagao parenteral, o grupo 17-B-hidroxi € esterificado com uma
metade &acida (decanoato, laurato, cicloexilpropionato e fenilpropionato para a
nandrolona) para prevenir a rapida absorcao do veiculo oleoso. Uma vez na
circulacao, ocorre rapida hidrélise pela acao de esterases plasmaticas, liberando
o composto ativo. Em geral, quanto mais longa a cadeia, mais lenta é a liberagcao
na circulagao, prolongando, assim, a duracdo da acao (KICMAN, 2008). O
decanoato de nandrolona (decanoato de 19-nortestosterona), por ndo possuir 0
grupo metil no carbono 19, ndo é aromatizado em estradiol. Por este motivo, foi 0

anabdlico androgénico escolhido em nossos experimentos (Figura 1.10).
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Figura 1.9: Estrutura e metabolismo da nandrolona. Em tecidos androgénicos, a
nandrolona (19-nortestosterona) é prontamente convertida pela enzima 5a-redutase em
5a-diidro-19-nortestosterona, isto é, a liga dupla entre C4 e C5 é reduzida. Este
metabdlito liga-se com fraca afinidade ao receptor de andrégeno, comparado com
nandrolona. Pode ocorrer metabolismo posterior devido a alta atividade da enzima 3o-
hidroxiesteréide-desidrogenase (a qual reduz o grupo 3-ceto) no tecido androgénico. No
musculo esquelético, a atividade da 5a-redutase é negligencidvel e, portanto, a propria
nandrolona liga-se com forte afinidade ao receptor androgénico (KICMAN, 2008).
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2. HIPOTESE DE TRABALHO

Ja foi demonstrada a acao classica (efeito gendmico) da testosterona sobre
a sintese e a liberagdo de insulina em péancreas de rato. A testosterona e os
horménios androgénicos anabolizantes atuariam na célula f pancreatica também
de modo nado classico? Esta acdo rapida estimularia a secrecao de insulina
através do fechamento do canal Katp, despolarizando a célula B e abrindo canais
de Ca?* dependentes de voltagem. O consequente aumento de Ca®* intracelular
determinaria a secrecdo de insulina. Também postula-se que esta agdo nao
classica dos androgénicos possa ocorrer através da ativacao da via da fosfolipase

C.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Estudar o mecanismo de acao nao classica (acao rapida) da testosterona
e do anabolizante androgénico nandrolona sobre a secrecdo de insulina e o

transporte de Ca®* em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos machos adultos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Determinar a agdo nao classica especifica da testosterona sobre a
secregao de insulina em ilhotas pancreaticas.

3.2.2. Determinar se outros esterdides sexuais apresentam efeito similar aos

andrégenos sobre a secre¢ao de insulina em ilhotas pancreaticas.

3.2.3. Determinar o papel do aminoacido alanina na acdo nao classica dos
androgénios testosterona e nandrolona e da mistura de aminoacidos (glutamina,
lisina, alanina e leucina) na acdo nao classica da testosterona sobre a secrecao

de insulina em ilhotas pancreaticas.

3.2.4. Determinar a agdo da testosterona sobre o transporte do aminoacido ['*C]-

metilaminoisobutirico em ilhotas pancreaticas.

3.2.5. Determinar a participacdo dos canais de Ca?* dependentes de voltagem do
tipo L e dos canais Katp Na acédo nao classica da testosterona e da nandrolona
sobre a captacdo de *°Ca®** em ilhotas pancreaticas.

3.2.6. Determinar a participagao da via da fosfolipase C na agdo nao classica da
testosterona sobre a captagdo de “°*Ca®** em ilhotas pancreéticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados trés ratos Wistar machos por experimento. Os animais
pesavam entre 180 e 220 g e foram fornecidos pelo biotério da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, onde permaneciam em ambiente
com temperatura constante (cerca de 24°C), iluminacao de 12h claro/12h escuro
controlada e alimentacdo ad libitum com ragédo peletada (Purina, Nutripal, Porto
Alegre, RS). Os ratos foram mantidos em jejum alimentar por 12 horas (agua ad
libitum) antes de serem decapitados para a utilizacdo de seu péancreas nos
experimentos. Este estudo foi realizado de acordo com as recomendagdes do

Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal — 1988.

4.2. SOLUCAO- TAMPAO KREBS-RINGER BICARBONATO (KRB)

Em todos os experimentos foi utilizada solugcdo tampao Krebs-Ringer
bicarbonato (KRb) como meio de incubacao. O KRb foi preparado imediatamente
antes da realizacdo dos experimentos. Todos os reagentes eram de pureza ‘pro-
analise’ (P.A) da E. Merck (Darmstadt, Alemanha). O preparo da solugéo foi feito
a partir de solugdes-estoque conforme tabela 4.1.

Para o preparo do KRb, foram adicionados volumes iguais de cada solugcao
estoque, acrescentando-se por ultimo o sulfato de magnésio e o cloreto de caélcio,
nesta ordem. A solugdo era entdo completada até seu volume final com agua
destilada, para obtencdo das concentracbes finais descritas na tabela 4.1. A
solucdo era gaseificada com carbogénio (O2:CO,, 95:5, v/v), até o pH 7,4. A

osmolalidade desta solucao € similar aquela do liquido extracelular de mamiferos.
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A solucdo assim obtida era mantida em gelo durante a preparagdo do

experimento.

Tabela 4.1: Composicao salina e concentracdes presentes nas solugdes estoque

de KRb e na solugéo final.

Substancia Concentracao das Concentracao final na
solucoes-estoque solucao KRb (mM)
(g.L7)
NaCl 180,00 146,0
CLORETO DE SODIO
KCl 9,20 4,7
CLORETO DE POTASSIO
KH,PO 4 4,22 1,2
FOSFATO DE POTASSIO
MONOBASICO
NaHCO; 54,60 25,0
BICARBONATO DE SODIO
MgSQO,.7H,0 7,64 1,2
SULFATO DE MAGNESIO
CaCl,.2H,0 9,60 2,5
CLORETO DE CALCIO
CsH12054 13,63 3,0
GLICOSE
HEPES 1,88 8,0

4.3. ISOLAMENTO DAS ILHOTAS PANCREATICAS

As ilhotas pancreaticas foram isoladas pela técnica de Lacy e Kostianovsky

(LACY e KOSTIANOVSKY, 1967) e modificada por Grillo et al. (2005). Em cada
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animal foi realizada uma incisdo abdominal central para a visualizacdo do
pancreas (Fig. 4.A). O ducto biliar era dissecado (Fig. 4.B e 4.C), obstruido por
ligadura com fio cirdrgico na regido proxima a unidao com o duodeno (Fig. 4.D) e
canulado em um ponto proximo ao figado. Pela canula eram introduzidos através
do ducto biliar, lentamente, com uma seringa, 20 mL de Krebs-HEPES [Krebs-
Ringer bicarbonato (KRb) suplementado com glicose (3 mM)] até que o pancreas
estivesse claramente distendido (Fig. 4.E e 4.F). Esta concentracao de glicose é
subestimulatéria ou sublimiar, isto é, incapaz de estimular a secrecao de insulina
pela célula B. O pancreas era entdo cuidadosamente removido e colocado em
placa de Petri, também contendo KRb-HEPES (Fig. 4.G). As ilhotas pancreaticas
eram isoladas por digestdo com a enzima colagenase Xl (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO,USA) (METZ, 1986). O tecido pancreatico era reduzido (2 x 2 mm), e
incubado em 1 mL de tampao contendo 3 mg/mL de colagenase. Apéds incubacao
por 20 minutos, a 37°C, com agitacdo vigorosa, a mistura era transferida para
tubos cénicos (110 x 15 mm) e ressuspendida com 10 mL com KRb-HEPES livre
de colagenase. Apoés, era centrifugada em temperatura ambiente por 3 minutos a
45 xG (LERNMARK, 1974) em centrifuga Excelsa (modelo FANEM, Sao Paulo,
SP, Brasil). O sobrenadante era descartado e o sedimento era ressuspendido em
meio KRb-HEPES fresco. Este procedimento de lavagem era repetido cinco
vezes, sendo que nas duas ultimas lavagens era realizada sedimentacdo sem
centrifugacdo, por 10 minutos. Amostras de 10 uL (5ug. mL™ de proteina) (nos
experimentos de secrecdo de insulina) ou de 50 uL (25ug. mL™" de proteina) (nos
experimentos de captacdo de *°Ca #*) do sedimento final (ilhotas isoladas) eram

transferidas para tubos tipo “Eppendorff” contendo o meio de incubacdo KRb-
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HEPES e com concentracdo de glicose variavel de acordo com o protocolo

experimental (LERNMARK, 1974; BARJA-FIDALGO et al., 1991).

e = ¥

Figura 4.A) Exposicao do abdome. 4.B) Disseccao do ducto biliar.

4.C) Ducto biliar dissecado.

4.E) Canulagédo do ducto biliar. 4.F) Pancreas distendido.



67

4.G) Pancreas removido para uma placa de Petri.

4.4. EXPERIMENTOS DE SECREGAO DE INSULINA

As ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 30 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em tampao KRb-HEPES com glicose 3 mM. Este
tempo de pré-incubacao permite as ilhotas se adaptarem ao meio de incubagéo,
além de possibilitar a internalizagdo de provaveis horménios ligados a membrana
plasmatica das células. A concentracdo de glicose 3 mM é subestimulatéria, isto
€, ndo afeta a secregado de insulina pela célula B e fornece energia para esta

durante o periodo de pré-incubacao.

4.4.1. Em presenca de concentracoes crescentes de glicose
As ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 15 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 500 uL de tampao KRb-HEPES com glicose 3

mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificagao constante com carbogénio (O,:COy; 95:5; v/v).
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Apés este tempo de pré-incubacao as ilhotas eram centrifugados por 2 minutos a
45 x G. e o sedimento ressuspenso em 500 puL de tampao KRb-HEPES com
glicose nas concentragdes de 0, 3 ou 5 mM, respectivamente, sendo, entéo,
incubadas por 15 minutos. A primeira pré-incubacdo de 15 minutos permite as
ilhotas se adaptarem ao meio de incubacao, além de possibilitar a internalizacao
de provaveis horménios ligados a membrana plasmatica das células. A segunda
pré-incubacao de 15 minutos com diferentes concentracées de glicose permite a
possivel acdo deste carboidrato sobre as ihotas. A seguir foram acrescentados
500 pL de tampao KRb-HEPES acrescidos ou nao de testosterona (1uM) sendo
incubadas por 180 segundos. A incubacéo foi interrompida em banho de gelo. Os
tubos com as ilhotas eram centrifugados por 2 minutos a 45 x G. O sobrenadante
era coletado e a insulina era quantificada por radioimunoensaio. Foi utilizada a
dose suprafisiolégica de 1uM de testosterona para mostrar efetivamente o efeito,
além da possibilidade de uso terapéutico no tratamento da diabetes mellitus tipo
Il. A testosterona foi obtida de Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA. Este
horménio foi diluido em etanol absoluto até uma diluicdo final de 0,1%.
Experimentos anteriores do laboratério demonstraram que a concentracdo de
etanol utilizada para a diluicdo dos esterdides nao altera a secrecao de insulina

(dados nao publicados).

4.4.2. Em presenca de testosterona, testosterona ligada a albumina sérica
bovina (T-BSA), estradiol ou progesterona.

As ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 30 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 500 uL de tampao KRb-HEPES com glicose 3

mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificacdo constante com carbogénio (O2:CO,; 95:5; v/v).
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Apos a adigao de 500 pL de KRb-HEPES com ou sem testosterona (25nM a
1uM), testosterona ligada a albumina sérica bovina (T-BSA) (1uM), estradiol (10
nM) ou progesterona (1puM) foram incubadas por mais 3 minutos. A incubacgéo foi
interrompida em banho de gelo. Os tubos com as ilhotas eram centrifugados por 2
minutos a 45 x G. O sobrenadante era coletado e a insulina era quantificada por
radioimunoensaio. A progesterona, o estradiol e a testosterona-BSA foram
obtidas de Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA. A testosterona, a progesterona

e o estradiol foram diluidos em etanol absoluto até uma diluig&o final de 0,1%.

4.4.3. Em presenca de aminoacidos

Os aminoacidos sao importantes estimuladores da secrecdo de insulina
pela célula B pancreatica. Com o intuito de estudarmos um possivel sinergismo
entre as acdes dos andrégenos e dos aminoacidos sobre a secrecédo de insulina

foram realizados os experimentos a seguir.

4.4.3.1. Em presenca de alanina

As ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 30 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 500 uL de tampao KRb-HEPES com glicose 3
mM a 37°C, pH 7,4 mais alanina (5 mM) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA) e
gaseificacao constante com carbogénio (O2:CO,; 95:5; v/v). Apods foi feita a adigao
de 500 uL de KRb-HEPES com testosterona (1uM) ou nandrolona (1uM ) e as
amostras foram incubadas por mais 3 minutos. A incubagéo foi interrompida em
banho de gelo. Os tubos com as ilhotas eram centrifugados por 2 minutos a 45 x

G. O sobrenadante era coletado e a insulina era quantificada por



70

radioimunoensaio. A nandrolona foi obtida do composto comercial Deca-

Durabolin (decanoato de nandrolona, ampola com 5mg.mL™" de veiculo).

4.4.3.2. Em presenca de mistura de aminoacidos

Os experimentos com a mistura de aminoacidos foram realizados segundo
o protocolo descrito em 4.4.3. em presenca de testosterona (1uM). As
concentragdes da mistura de aminodacidos utilizadas foram as seguintes: MIX1
[glutamina (2 mM), lisina (1,5 mM), alanina (1 mM), leucina (1 mM)], MIX2
[glutamina (4 mM), lisina (3 mM), alanina (2 mM), leucina (2 mM)] ou MIX4
[glutamina (8 mM), lisina (6 mM), alanina (4 mM), leucina (4 mM)]. A incubag&o foi
interrompida em banho de gelo. Os tubos com as ilhotas eram centrifugados por 2
minutos a 45 x G. O sobrenadante era coletado e a insulina era quantificada por

radioimunoensaio.

4.5. EXPERIMENTOS DE TRANSPORTES

4.5.1. Captacao de aminoacidos

Os aminoacidos sao importantes estimuladores da secrecao de insulina
pela célula B, seja por possuirem carga positiva, por serem co-transportados com
o ion sédio e/ou por fornecerem ATP através da sua metabolizagdo. Estes trés
mecanismos determinam despolarizagdo da membrana e consequente exocitose
da insulina. O objetivo do presente experimento foi estudar se a testosterona

favorece a captacao deste importante estimulador pela célula B.
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As ilhotas isoladas (10uL) foram pré-incubadas por 30 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 1000 uL de tampéao KRb-HEPES com glicose 3
mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificacdo constante com carbogénio (O2:CO,; 95:5; v/v).
Apés este periodo de pré-incubacao as ilhotas eram centrifugados por 2 minutos
a 45 x G. e o precipitado ressuspenso em 1000 uL de tampao KRb-HEPES
acrescido de 0,2 uCi de [1-'*C] 4cido a-metil aminoisobutitico (MeAlB) 50 mCi/
mmol, Du Pont-NEN Research Products) mais testosterona (1uM) e incubados
por 15, 30 ou 60 minutos nas condigcbes acima descritas. Apd6s o final da
incubacgao os tubos eram centrifugados por 2 minutos a 45 x G. O sobrenadante
(meio externo) era preservado. As ilhotas eram entdo transferidas para tubos
Eppendorff contendo 1 mL de agua destilada (meio interno). Os tubos com as
ilhotas eram congelados por 24 horas e ap6s sonicados por 30 segundos. Eram
retiradas amostras de 100 uL de cada frasco e do respectivo meio externo para
contagem da radioatividade em 2 mL de liquido de cintilagdo Opti Phase Hisafe 3
(Wallac Oy, Turku, Finlandia) em um espectrdmetro de cintilacdo LKB rack beta
modelo 1215 (LKB-Producer AB, Bromma, Suécia). Os resultados foram
expressos pela relacao entre a radioatividade contida no tecido (meio interno) e
no meio de incubagdo (meio externo) (T/M: cpm.mL™" meio interno/ cpom.mL™" do

meio externo)

4.5.2. Captacao de **Ca?*

+

Em todos os experimentos de captacdo de *°Ca ?*, as ilhotas isoladas
(50uL) eram pré-incubadas por 45 ou 50 minutos em um incubador metabdlico

Dubnoff, em 250 pL ou 500 puL de tampao KRb-HEPES com glicose 3 mM mais
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0,2 uCi *°Ca?®* (1 mCi.mg™’, Du Pont — NEN Research Products) a 37°C, pH 7,4
em atmosfera constante de carbogénio (02:CO,; 95:5; v/v). O tempo de pré-
incubacao de 45 ou 50 minutos era necessario para que a concentracao interna
de *Ca®* atingisse um platd de captacdo basal e as concentragdes internas e
externas se igualassem. A meia vida do “°*Ca®** é de 163 dias e o decaimento era
calculado a partir de uma tabela fornecida pela Du Pont-NEN Research Products,
em funcdo da data de fabricacao.

Para a interrupcao da incubacao, foi utilizada a técnica de Batra e Sjogren
(1983), na qual é utilizado 1 mL de tampao frio com cloreto de lantanio (10 mM)
Esta solugéo ¢é isenta de calcio e contém (em mM): NaCl 127.5, KCI 4.6, MgCl»
1.2, LaCls 10, HEPES 10 e glicose 11 a 0°C, sendo adicionado no final da
incubacgao aos frascos, para interromper o fluxo de calcio. Apds, os tubos eram
centrifugados por 2 minutos a 45 x G. O sobrenadante era desprezado e as
ilhotas eram lavadas duas vezes com a solucao de cloreto de lantanio. As ilhotas
eram, entdo, transferidas para tubos tipo Eppendorff contendo 1 mL de agua
destilada. Os tubos eram congelados por 24 horas e apds sonicados por 30
segundos. Eram retiradas amostras de 50 uL de cada frasco para contagem da
radioatividade em 2 mL de liquido de cintilacdo Opti Phase Hisafe 3 em um
espectrémetro de cintilacdo LKB rack beta modelo 1215. O valor em cpm era
convertido a pmoles de calcio, de acordo com o decaimento da atividade
especifica do *°Ca?*, fornecido pelo fabricante.

Os resultados de captacdo de **Ca 2* foram expressos como pmol de

Ca®*.mg" de proteina.
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4.5.2.1. Em presenca de concentragdes crescentes de glicose

As ilhotas isoladas (50uL) foram pré-incubadas por 45 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 500 pL de tampao KRb-HEPES com “°Ca 2*
mais glicose 3 mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificagdo constante com carbogénio
(O2:CO2; 95:5; v/v). Apbds este tempo de pré-incubacdo as ilhotas eram
centrifugados por 2 minutos a 45 x G e o precipitado ressuspenso em 500 uL de
tampdao KRb-HEPES com “°Ca? mais 0, 5, 8, ou 11 mM de glicose,
respectivamente, sendo, entdo, incubadas por 15 minutos. A seguir, foram
acrescentados 500 uL de tampao KRb-HEPES com “°Ca?* mais as concentracdes
de glicose acima citadas, acrescidos ou nao de testosterona (0,1uM) e incubados
por 60 segundos. A incubacao foi interrompida conforme descrito em 4.5.2.
Utilizou-se a dose de 0,1uM de testosterona por ser aquela em que, em nossas

condicOes experimentais, a secrecao de insulina atinge um platdé de estimulacao.

4.5.2.2. Em presenca de nifedipina, diazoxida, glibenclamida ou tolbutamida

As ilhotas isoladas (50uL) foram pré-incubadas por 50 minutos em um
incubador metabdlico Dubnoff em 250 pL de tampao KRb-HEPES com “°Ca 2*
mais glicose 3 mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificagdo constante com carbogénio
(0,:CO5; 95:5; v/v). Apds, foi feita a adicdo de 250 uL de KRb-HEPES com “°Ca ?*
mais glicose 3 mM e nifedipina (1uM) ([1,4-Dihydro-2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)-
3,5-pyridinedicarboxylic acid dimethyl], Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,USA),
diazoxida (100uM) (Research Biochemicals International, Natick, MA, USA),
glibenclamida (25uM) ou tolbutamida (10uM). A seguir, novamente pré-incubadas

por 10 minutos. Apds, foram acrescentados 500 uL de tampao KRb-HEPES com
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*5Ca®" mais as concentracdes das respectivas drogas, acrescidos ou ndo dos
androgénios: testosterona (1uM) em presenca de nifedipina, testosterona (0,1uM)
em presenca de diazoxida, testosterona (0,1uM) e nandrolona (0,1uM) nos
experimentos com glibenclamida e tolbutamida. Apéds, os frascos foram incubados
por 60 segundos. A incubacéo foi interrompida conforme descrito em 4.5.2.

No experimento com nifedipina, utilizamos a dose suprafisiolégica de 1uM
de testosterona para mostrar efetivamente o efeito. Nos experimentos com
diazoxida e as sulfoniluréias, utilizamos a dose de 0,1uM de testosterona e
nandrolona por ser aquela em que, em nossas condigdes experimentais, a
secrecgao de insulina atinge um platdé de estimulacao.

A diazoxida foi preparada com 0,05N de NaOH em cada experimento e sua
concentragao final, em Krb foi 0,001N. A glibenclamida e a tolbutamida foram
fornecidas por Research Biochemicals International, Natick, MA, USA. A solucao
estoque de glibenclamida foi preparada em dimetilsulféxido (DMSOQO) e estocada a
uma temperatura de -20°C até sua utilizagdo. As solucoes-estoque foram diluidas
em solucdo-tampao salina de Krebs (KRb) descrita acima. Experimentos
anteriores do laboratério demonstraram que a concentracédo de 0,1% de DMSO
utilizada para a diluicao da glibenclamida nao altera a secrecao de insulina (dados

néo publicados).

4.5.2.3. Em presenca do inibidor da fosfolipase C U73122

As ilhotas isoladas (50uL) foram pré-incubadas por 45 minutos em
um incubador metabdlico Dubnoff em 250 pL de tampao KRb-HEPES com “°Ca
mais glicose 3 mM a 37°C, pH 7,4 e gaseificagdo constante com carbogénio

(0,:CO2; 95:5; v/v). Apds, foi feita a adigdo de 250 pL de KRb-HEPES com *Ca ?*
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mais glicose 3 mM e U73122 (2 uM) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,USA) e, a
seqguir, novamente pré-incubadas por 15 minutos. Apés, foram acrescentados 500
uL de tampdo KRb-HEPES com “°Ca?* mais U73122, acrescidos ou ndo de
testosterona (1uM). Os frascos foram incubados, entdo, por 60 segundos. A

incubacéo foi interrompida conforme descrito em 4.5.2.

4.6. QUANTIFICACAO DE INSULINA

A insulina foi quantificada por radioimunoensaio para insulina de rato (RIA-
Kit, Linco Research, INC, St. Charles, MO, EUA). Este radioimunoensaio possui
seu proprio controle através de padrdes de insulina purificada de rato em
concentragdes crescentes de 0,1 a 10,0 ng.mL™" de tampao.

Os resultados de secrecao de insulina foram expressos como ng de

insulina.mg™* de proteina.

4.7. DOSAGEM DE PROTEINAS
A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford

(BRADFORD, 1976). Utilizou-se albumina sérica bovina como padrdo (1mg.mL™).

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o erro padrao
da média (SEM).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se ANOVA de uma
via seguido do poOs-teste de Bonferroni para comparacao entre 0s grupos nos

seguintes experimentos:
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efeito de andrégenos, 17B-estradiol e progesterona sobre a secrecdao de
insulina;

efeito da testosterona sobre o transporte de aminoacido.

efeito da testosterona sobre a captacdo de “°Ca®* em presenca de
nifedipina ou U73122;

efeito da testosterona, tolbutamida e glibenclamida sobre a captagcdo de

4SC a2+

Utilizou-se ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni nos

seguintes experimentos:

efeito da testosterona sobre a secrecdo de insulina e a captacdo de **Ca**
em presenca de concentracdes crescentes de glicose;

efeito de andrégenos e alanina, e da testosterona e mistura de
aminoacidos sobre a secrecao de insulina;

efeito da testosterona sobre a secregdo de insulina em presenca de

diazoxida.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para valores

de p<0,05.

Foi utilizado o programa GraphPad InStat versao 3.01 para Windows 95/NT,

GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA.
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE A SECRECAO DE INSULINA EM
ILHOTAS PANCREATICAS

5.1.1. Influéncia da glicose na acao da testosterona sobre a secrecao de
insulina

A testosterona (1 uM) aumentou a secrecao de insulina em 68% no meio
livre de glicose e em presenca de 3 mM de glicose em relagéo ao controle. Assim,
o horménio estimulou em concentragdes sublimiares (0 e 3 mM), mas nao
aumentou a secrecao de insulina em relagcdo ao controle na concentracao limiar
de 5 mM de glicose. No grupo controle a glicose na concentracdo de 5mM
aumentou significativamente (p<0,05) a secrecdo de insulina em relacdo aos

grupos 0 e 3mM.
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Figura 5.1.1: Efeito da testosterona sobre a secrecdo de insulina em
presenca de diferentes concentracoes de glicose. As ilhotas foram pré-
incubadas por 15 minutos com glicose 3 mM e a seguir, novamente pré-incubadas
por 15 minutos com glicose nas concentracdes de 0, 3 e 5 mM, respectivamente.
Apés, foram incubadas por 180 segundos na presenca ou nao de testosterona
(1uM) nas diferentes concentragbes de glicose. Os valores representam as
médias e as barras verticais os erros padrdées. Foram utilizados 6 amostras de 3
pancreas. Diferenca significativa * p<0,05 em relagao ao grupo controle; ** p<0,05
em relacao aos grupos 0 e 3mM de glicose.
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5.1.2. Curva dose-resposta de testosterona sobre a secrecado de insulina em
ilhotas pancreaticas

A secrecdo de insulina estimulada pela testosterona em ilhotas
pancreaticas foi dependente da concentragdo do hormoénio (Figura 5.2.a). Na
concentracao plasmatica fisiolégica para ratos (25 nM), a testosterona estimulou a
secrecgao de insulina (17%; p<0,05). Nas concentragdes de 50 nM, 100 nM e 1000
nM (1 uM), a secre¢cdo de insulina aumentou em 26%, 30% e 34%,
respectivamente. Ja a testosterona ligada a albumina (1 uM) aumentou a

secrecao de insulina em 10% (Figura 5.2.b).
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Figura 5.1.2: Curva dose-resposta de testosterona sobre a secrecao de
insulina em ilhotas pancreaticas. (A) Curva dose-resposta de testosterona
sobre a secrecao de insulina. As ilhotas foram pré-incubadas por 30 minutos com
glicose 3 mM e incubadas por 180 segundos na auséncia ou na presenca de
testosterona nas seguintes concentracées: 25 nM, 50 nM, 100 nM e 1000 nM (1
uM) (1 pM), (B) Efeito da testosterona ligada a albumina e de diferentes
concentragdes de testosterona sobre a secrecao de insulina em ilhotas isoladas
de pancreas de rato (% em relacdao ao controle). TBSA - testosterona ligada a
albumina (na dose de 1uM). Os valores representam as médias e as barras
verticais os erros padrées. Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas. Diferenca

significativa * p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.1.3. Acao da testosterona, da testosterona ligada a albumina (T-BSA), do
17B-estradiol e da progesterona sobre a secrecao de insulina em ilhotas
pancreaticas

A secrecdo de insulina por ilhotas pancreaticas foi significativamente
aumentada (34%; p<0,05) pela presenca de testosterona (1 pM) por 180
segundos. Essencialmente, resultados similares foram obtidos com T-BSA (1 uM),
mas este monstrou menor poténcia (10%; p<0,05). A presenca de 17B-estradiol
(10 nM) ou progesterona (1 uM) nao modificou a secrecado basal de insulina,
diferentemente do mostrado por testosterona e T-BSA. Todos os experimentos

foram realizados em presenca de 3 mM de glicose no meio de incubacéo.
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Figura 5.1.3: Acao da testosterona, da testosterona ligada a albumina (T-
BSA), do 17B-estradiol e da progesterona sobre a secrecao de insulina em
ilhotas pancreaticas. As ilhotas foram pré-incubadas por 30 minutos com
glicose 3 mM e incubadas por 180 segundos com ou sem testosterona (1 uM),
testosterona ligada a albumina (TBSA) (1 uM), 17B-estradiol (10 nM), ou
progesterona (1 uM). C — controle; T — testosterona (1 uM); TBSA - testosterona
ligada a albumina (1 uM); E — estradiol (10 nM); P — progesterona (1 uM). Os
valores representam as médias e as barras verticais os erros padrées. Foram
utilizados 6 amostras de 3 pancreas. Diferenca significativa * p<0,05 em relacao
ao grupo controle.
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5.2. EFEITO DE AMINOACIDOS NA ACAO ESTIMULATORIA DA
TESTOSTERONA E DA NANDROLONA SOBRE A SECRECAO DE INSULINA

5.2.1. Efeito da alanina na acao da testosterona e da nandrolona sobre a
secrecao de insulina

Houve aumento (182%; 107%) significativo da secrecao de insulina em
presenca de testosterona (1uM) e alanina (5mM), respectivamente, em relagcéo ao
controle. Entretanto, quando a testosterona foi associada com alanina, ocorreu
uma diminuicdo de 25% (p<0,05) da secrecao de insulina em relagdo a alanina e
50% em relagédo ao grupo testosterona.

A secrecéao de insulina estimulada pela nandrolona foi de 104% (p<0,05) e
pela alanina foi de 107% (p<0,05), em relagdo ao controle. Quando a nandrolona
foi associada com alanina ocorreu um aumento de 77% da secregéo de insulina

em relacdo ao grupo controle.
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Figura 5.2.1: Comparacao dos efeitos estimulatérios de andréogenos e
alanina sobre a secrecao de insulina. As ilhotas foram pré-incubadas por 30
minutos com ou sem alanina (5 mM) e incubadas por 180 segundos com ou sem
testosterona (1uM) (A) ou nandrolona (1uM) e/ou alanina (5 mM) (B). C —
controle; T — testosterona; N — nandrolona; A — alanina; A+T — alanina incubada
com teststerona; A+N — alanina incubada com nandrolona. Os valores
representam as médias e as barras verticais 0s erros padrées. Foram utilizados 6
amostras de 3 pancreas. Diferenca significativa * p<0,05 em relacao ao grupo

controle; ** p<0,05 em relagdo ao grupo testosterona.



83

5.2.2. Efeito da mistura de aminoacidos (MIX) na acao da testosterona sobre
a secrecao de insulina

A testosterona estimulou significativamente a secrecao de insulina quando
incubada por 3 minutos na auséncia de MIX. Porém, o hormdnio estimulou
fortemente a secrecdo quando associado com MIX2. Nao houve aumento
significativo da secrecdo de insulina quando a testosterona foi incubada com
MIX1 ou MIX4. Em relagdo a MIX4, o valor de secrecao alcancado pelo controle é

0 mesmo que aquele obtido quando associado a testosterona.
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Figura 5.2.2: Efeito da testosterona sobre a secrecao de insulina quando
associado com diferentes concentracoes de mistura de aminoacidos (MIX).
As ilhotas eram pré-incubadas por 30 minutos com glicose 3 mM. Apds,
incubadas por 180 segundos com ou sem testosterona (1 uM) seguido por mais
180 minutos com ou sem mistura de aminoacidos: MIX1 [glutamina (2 mM), lisina
(1,5 mM), alanina (1 mM), leucina (1 mM)], MIX2 [glutamina (4 mM), lisina (3
mM), alanina (2 mM), leucina (2 mM)] ou MIX4 [glutamina (8 mM), lisina (6 mM),
alanina (4 mM), leucina (4 mM)]. Os valores representam as médias e as barras
verticais 0s erros padrdes. Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas. Diferenca
significativa * p<0,05 em relagdo ao grupo controle na auséncia de MIX; ** p<0,02

em relacdo ao grupo controle com MIX2.
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5.3. EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE O TRANSPORTE DE AMINOACIDO
NAO METABOLIZAVEL EM ILHOTAS PANCREATICAS

5.3.1. Acao da testosterona sobre o transporte de aminoacido nao
metabolizavel em ilhotas pancreaticas

A testosterona nao estimulou significativamente a captacao do aminoacido
nao metabolizavel acido metilaminoisobutirico ['*C] ([*C]MeAIB) em nenhum dos
tempos de incubacéao testados. Mesmo com um tempo prolongado de 60 minutos,
no qual o controle apresentou a maior captagdo, o horménio ndo foi capaz de

estimular o transporte deste aminoacido.
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Figura 5.3.1: Acao da testosterona sobre o transporte de aminoacido nao
metabolizavel em ilhotas pancreaticas. As ilhotas isoladas foram pré-incubadas
por 30 minutos com glicose 3 mM e incubadas por 15, 30 ou 60 minutos com
['*C]MeAIB com ou sem testosterona (1uM). Os valores representam as médias e
as barras verticais os erros padroes. Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas.
Nao houve diferencga significativa entre os grupos controle e testosterona nos trés
tempos de incubagéo.
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5.4. EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE A CAPTACAO DE *Ca* EM
ILHOTAS PANCREATICAS, PAPEL DOS CANAIS DE Ca* TIPO L

5.4.1. Influéncia da glicose na acao da testosterona sobre a captacao de
450a2+

O horménio estimulou significativamente (p<0,05) a captacdo de **Ca®*" na
auséncia de glicose (aumento de 28% em relagdo ao controle) e nas
concentracdées de 5 mM (limiar) (86%) e 8 mM (53%), mas ndo aumentou a
captacdo de *°Ca?* em relagéo ao controle na concentracdo supralimiar de 11 mM
de glicose. A estimulacdo da captacdo de *°Ca®* pela testosterona foi maior na
presenca de 8 mM de glicose. No grupo controle as diferentes concentracées de
glicose no meio de incubagdo nao alteraram significativamente a captacédo de
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Figura 5.4.1: Efeito da testosterona sobre a captacdo de “*Ca®* em presenca
de diferentes concentracoes de glicose. As ilhotas foram pré-incubadas por 45
minutos com glicose 3 mM e a seguir, novamente pré-incubadas por 15 minutos
com glicose nas concentracoes de 0, 5, 8 e 11 mM, respectivamente. Apds, foram
incubadas por 60 segundos na presenca ou nao de testosterona (0,1uM) nas
diferentes concentracées de glicose. Os valores representam as médias e as
barras verticais os erros padrdes. Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas.

* *%*

Diferenca significativa * p<0,05 em relacdo ao grupo controle; p<0,02 em

relacdo ao grupo testosterona sem glicose.
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5.4.2. Efeito do bloqueador de canais de Ca** tipo L, nifedipina, sobre a acéo
estimulatoria da testosterona na captacao de **Ca**

A pré-incubacdo e a incubacao com nifedipina (1 uM) nao alterou a
captacdo basal de *°Ca?*. A testosterona (1 uM) estimulou a captacdo de **Ca*
em 61% (p<0,05) em relagdo ao controle. Ja quando a testosterona foi incubada

com nifedipina, seu efeito estimulatério foi bloqueado.
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Figura 5.4.2: Efeito antagonista do bloqueador de canais de Ca** tipo L,
nifedipina, sobre a acdo estimulatéria da testosterona na captacao de **Ca*.
As ilhotas foram pré-incubadas por 50 minutos com glicose 3 mM e a seguir,
novamente pré-incubadas por 10 minutos com ou sem nifedipina (1 puM). Apos,
foram incubadas por 60 segundos na presenca ou nao de testosterona (1uM) e/ou
nifedipina. C — controle; T — testosterona; Ni — nifedipina; T+Ni — testosterona
incubada com nifedipina. Os valores representam as médias e as barras verticais
0os erros padrdes. Foram utilizados 6 amostras de 3 péancreas. Diferenca
significativa * p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
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5.5. PAPEL DOS CANAIS Karr NA ACAO DA TESTOSTERONA E DA
NANDROLONA SOBRE A CAPTACAO DE “Ca* EM ILHOTAS
PANCREATICAS

5.5.1. Efeito do estimulador da abertura de canais Karp, diazoxida, na acao
da testosterona sobre a captacdo de “°Ca®* em ilhotas pancreaticas

A diazoxida, estimuladora da abertura de canais Katp, determina a
hiperpolarizacdo da célula B, o que impede a abertura dos canais de Ca?
dependentes de voltagem e a consequente entrada deste ion na célula. A pré-
incubacéao e a incubacado com diazoxida (100 uM) determinou uma diminuicao de
27% na captacdo de *°Ca®* em relagdo ao controle. Isto indica que parte da
captacdo basal de Ca?* pela ilhota esta vinculada ao fechamento de canais Karp.
A testosterona (0,1 pM) estimulou a captacdo de *°Ca®** em 33% em relacdo ao
controle. J& quando a testosterona foi incubada com diazoxida, seu efeito

estimulatério foi anulado.
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Figura 5.5.1: Efeito antagonista da diazoxida sobre a acao estimulatéria da
testosterona na captacdo de “*Ca®* em ilhotas pancreaticas. As ilhotas foram
pré-incubadas por 50 minutos com glicose 3 mM e a seguir, nhovamente pré-
incubadas por 10 minutos com ou sem diazoxida (100 pM). Apds, foram
incubadas por 60 segundos na presenga ou nao de testosterona (0,1uM) e/ou
diazoxida. C — controle; T — testosterona; D — diazoxida; TD — testosterona
incubada com diaxozida. Os valores representam as médias e as barras verticais
0os erros padrdes. Foram utilizados 6 amostras de 3 péancreas. Diferenca

significativa * p<0,05 em relacdo ao grupo controle
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5.5.2. Acdo de andrégenos e de sulfoniluréias sobre a captacao de **Ca* em
ilhotas pancreaticas isoladas

A captacdo de *°Ca?* em ilhotas de Langerhans isoladas foi estimulada em
60 segundos pela presenca de testosterona (0,1 uM), que aumentou a captacéo
em 64%. A nandrolona (0,1 puM) também aumentou a captagcdo em 90%.
Resultados similares foram obtidos em incubacédo de 1 minuto em presenca dos
bloqueadores do canal Karp glibenclamida (25 uyM) e tolbutamida (10 pM),
aumentando a captacao de “*Ca® em 50% e 71%, respectivamente.
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Figura 5.5.2: Acao de androgenos e de sulfoniluréias sobre a captacao de
%5Ca?* em ilhotas pancreaticas isoladas. As ilhotas foram pré-incubadas por 50
minutos com glicose 3 mM e a seguir, novamente pré-incubadas por 10 minutos
com ou sem glibenclamida(25 pM) ou tolbutamida (10 pM). Apds, foram
incubadas por 60 segundos com testosterona (0,1uM), nandrolona (0,1uM),
glibenclamida ou tolbutamida. C — controle; T — testosterona; N — nandrolona; G —
glibenclamida; TO — tolbutamida. Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas.

Diferenca significativa * p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5.6. PAPEL DA FOSFOLIPASE C NA ACAO DA TESTOSTERONA SOBRE A
CAPTACAO DE *°* Ca* EM ILHOTAS PANCREATICAS

5.6.1. Efeito do inibidor da fosfolipase C, U73122, na acao da testosterona
sobre a captacido de *° Ca**

U73122 é um inibidor da fosfolipase C. A pré-incubacao e a incubacao com
U73122 (2 uM) determinou apenas a captacdo basal de *°Ca?*, & semelhanca da
captacdo no controle. Isto indica que a ativacdao da fosfolipase C nao esta
envolvida na captacédo basal de Ca®* pela ilhota.

A testosterona (1 pM) estimulou a captacdo de **Ca®** em 95% em relagéo
ao controle. JA quando a testosterona foi incubada com U73122, seu efeito

estimulatério foi anulado.
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Figura 5.6.1: Efeito antagonista do inibidor da fosfolipase C, U73122, sobre a
acdo estimulatéria da testosterona na captacdo de ** Ca*. As ilhotas foram
pré-incubadas por 45 minutos com glicose 3 mM e a seguir, novamente pré-
incubadas por 15 minutos com ou sem U73122 (2 uM). Apds, foram incubadas
por 60 segundos na presenca ou nao de testosterona (1uM) e/ou U73122. C —
controle; T — testosterona;U — U73122; T+U — testosterona incubada com U73122.
Foram utilizados 6 amostras de 3 pancreas. Diferenca significativa * p<0,05 em

relacdo ao grupo controle.
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6. DISCUSSAO

O efeito da testosterona sobre a liberacdo de insulina pela célula beta das
ilhotas de Langerhans foi demonstrado, em 2001, por Morimoto et al. Estes
autores evidenciaram que esta acdo ocorria pela via classica de transducéo de
sinal da testosterona (MORIMOTO et al., 2001; MORIMOTO et al, 2010).

Na década de 1980 a hipbdtese que a testosterona também poderia agir de
forma rapida via receptor de membrana foi bastante investigada em diferentes
tipos celulares. Em 2005, Grillo et al. demonstraram a agao rapida da testosterona
sobre a secrec¢ao de insulina em ilhotas isoladas.

O presente trabalho da continuidade as investigacdes sobre a agao nao
classica da testosterona com o objetivo de esclarecer os possiveis mecanismos
envolvidos na agdo deste horménio sobre a secre¢do de insulina em ilhotas
pancreaticas isoladas.

As incubacbes de ilhotas em presenga de testosterona confirmam os
resultados obtidos por Grillo et al. (2005) que demonstraram a ag¢ao estimulatéria
nao classica deste horménio sobre a secrecao de insulina.

Sabidamente, a T-BSA nao se difunde através da membrana plasmatica
das células, assim, o efeito estimulatério deste hormdnio sobre a secrecdo de
insulina pancreatica sugere uma acao hormonal de membrana. Entretanto, o
efeito da T-BSA foi de menor magnitude quando comparado aquele obtido com a
testosterona livre. A molécula de testosterona livre pode se ligar a um receptor de
membrana e também se difundir através da membrana, ligando-se aos receptores
intracelulares classicos. Este mecanismo parece aumentar a capacidade de

resposta da testosterona sobre a secrecao de insulina.
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Segundo Michels e Hoppe (2008), o efeito ndo classico de esterdides pode
ser potencialmente mediado: 1) por ligagdo a um sitio na membrana; 2) por
ligagdo ao classico AR intracelular, através da ativagdo de Src cinase, por
exemplo; 3) por um AR de membrana distinto ndo classico, isto €, receptor
acoplado a uma proteina G transmembrana, ou 4) via modificacdes na fluidez da
membrana (microdominios). Os primeiros trés mecanismos sdo frequentemente
usados para explicar os efeitos rapidos dos esterdides enquanto o ultimo costuma
ser negligenciado.

Morimoto et al. (2001) demonstraram que testosterona aumenta a
concentragdo de RNAm de insulina, in vitro e in vivo. Estes autores também
demonstraram que, em condicdes fisiolégicas, o0s niveis circulantes de
testosterona em ratos pré-puberes e em adultos tém correspondéncia com a
expressdo génica de insulina no pancreas e em sua concentragcdo sérica. A
drastica redugédo no conteudo de testosterona, através da gonadectomia, diminuiu
a expressao génica de insulina e sua proporcao no plasma. Os autores
demonstraram que o conteudo sérico de insulina é restaurado e aumenta em 5 a
7 dias apdés o inicio da reposicdo de testosterona em ratos adultos
gonadectomizados (MORIMOTO et al., 2001). Em situacées fisiopatoldgicas,
como em mulheres com sindrome do ovario policistico que apresentam
hiperandrogenismo, também é relatado aumento na liberacdo de insulina
(DIAMANTI-KANDARAKIS, 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho apontam para a utilizagdo de
segundos mensageiros intracelulares tanto por via receptor classico como o néao
classico. Esta hip6tese explicaria, em parte, a diferenca na magnitude da resposta

de liberagao de insulina entre a T-BSA e a testosterona livre.
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Foi descrito que a acdo da testosterona na membrana celular estaria
associada a ativacdo de PLC via proteina G4 (WASSERMANN e LOSS, 2004).
Esta ativacao hidroliza PIP2 a IP3 e DAG, levando a redug¢do da concentracéo de
PIP2 préximo ao canal Karp, reduzindo as cargas negativas de superficie e
aumentando a sensibilidade do canal ao ATP, o que leva a inibicdo do mesmo,
com consequente despolarizacdo da membrana e abertura de canais de Ca**
dependentes de voltagem do tipo L (WASSERMANN e LOSS, 2004). Os
experimentos com o inibidor de fosfolipase C (U73122) demonstram uma reducéao
da captacado de calcio pela ilhota, sugerindo diminuicdo na liberagdo de insulina
por menor concentracao intracelular de calcio. Dados da literatura (RAHMAN e
CHRISTIAN, 2007) sugerem a participacdo do DAG e do IP3 como segundos
mensageiros da acao da testosterona sobre a célula de Sertoli. Considerando que
os resultados do presente estudo demonstraram a participacdo da fosfolipase C
na transducéo do sinal da testosterona na célula 3 da ilhota pancreatica de rato,
sugere-se a participacdo do DAG e do IP3 como segundos mensageiros.
Contudo, experimentos adicionais serdo necessarios para comprovar essa
hipdtese na célula .

A secrecdo de insulina estimulada pela testosterona em ilhotas
pancreaticas é dependente da dose. Na concentracdo plasmatica fisiologica de
rato de 25 nM, a testosterona estimulou, significativamente, a secrecao de
insulina em 17%. Com a dose de 100 nM, a secrecao de insulina estimulada pela
testosterona atingiu seu valor maximo com 30% de aumento. Entretanto, na dose
de 1000 nM (1 uM) o aumento da secrecao de insulina foi similar aquele obtido
com 100nM. Experimentos tém mostrado que as vesiculas secretdrias existem

em diferentes grupos funcionais. Somente 1 a 5% dos granulos pertencem ao
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grupo prontamente disponivel para fusdo com a membrana plasmatica (“readily
releasable pool” — RPP) (ELIASSON et al, 1997; NEHER, 1998). Os granulos
pertencentes a esse grupo sofrem exocitose sem qualquer modificacdo apds
estimulacdo. A liberacdo de tais granulos explicaria a 12 fase da secrecao de
insulina (liberacao rapida) e seu fim marcaria a depleg¢ao deste grupo. O tempo de
incubagéo utilizado neste trabalho experimental foi somente de trés minutos, o
gue sugere que a insulina liberada pertence a primeira fase de secregéo. Desta
forma, um aumento de concentracdo do horménio em 10 vezes (1000nM), mas
com um tempo curto de incubacdo nao seria suficiente para estimular a segunda
fase da secrecado insulinica. Assim, o platd indicaria a utilizacdo dos granulos
prontamente disponiveis, pois 95 a 99% dos granulos pertencentes ao grupo néo
disponivel necessitam sofrer uma série de reacdes dependentes, por exemplo, de
ATP e de Ca?*" (coletivamente referidas como mobilizagdo) para obterem a
capacidade de liberacdo (ELIASSON et al, 1997; NEHER, 1998).

Com o objetivo de verificar se outros horménios esterdides sexuais teriam
efeito similar aos andrégenos sobre a secrecdo de insulina, as ilhotas foram
incubadas em presenca de 17B-estradiol ou progesterona. Em nossos
experimentos, o 17B-estradiol e a progesterona ndo estimularam a secrecao de
insulina em incubacao de trés minutos e em presenca de 3mM de glicose. Nadal
et al. (1998) demonstraram que em presenca de concentracdes estimulatérias
(8,3mM) de glicose e, ndo em condicbes basais, o 17B-estradiol, em doses
crescente (0,5 a 10 nM), aumentou a variacdo da concentracdo do ion calcio
intracelular ([Ca®*]i) na célula p pancreética. No presente trabalho foi utilizada uma
dose de 17f3-estradiol semelhante aquela testada por Nadal et al. (1998), contudo,

a concentragdo de glicose no meio foi sublimiar (3 mM), sugerindo que, para
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ocorrer liberagdo de insulina por acdo de 17fB-estradiol, seria necessaria a
presenca de glicose em concentracao estimulatéria (8,3 mM). Nadal et al. (1998)
nao constataram efeito do 17B-estradiol em presenca de concentracbes elevadas
de glicose (11mM).

Contrariamente, a progesterona na dose 10 yM e em presenca de
diferentes concentracdes elevadas (8,4 a 28 mM) de glicose inibe a secrecédo de
insulina em ilhotas isoladas (STRAUB et al., 2001). No presente estudo, nao foi
verificada acdo da progesterona sobre a secrecdo de insulina. Provavelmente,
devido as doses de progesterona e de glicose utilizadas: a dose de progesterona
foi de 1 uM e de glicose 3mM.

Desta forma, pode-se sugerir que o efeito estimulatério sobre a secrecao
de insulina é especifico dos andrégenos nas condicbes experimentais deste
trabalho.

Na literatura, esta bem documentado que a glicose é o maior estimulo para
a liberacao de insulina em mamiferos. Com o0 objetivo de avaliar se a acédo da
testosterona sobre a secreg¢ao de insulina seria intermediada pela glicose ou teria
uma agao independente deste metabdlito foram utilizadas diferentes doses de
glicose no meio de incubagéo da testosterona.

No grupo controle (sem testosterona) o aumento da secreg¢do de insulina
s6 ocorreu na concentracdao de 5mM de glicose. O aumento da secrecao de
insulina em presenca de 3mM de glicose mais testosterona foi similar aquele
verificado na auséncia de glicose, sugerindo que o efeito deste horménio
independe da presenca de baixas concentragdes de glicose. Entretanto, quando
as ilhotas foram incubadas em presencga de concentragdo estimulatéria de glicose

(5mM) mais testosterona, o efeito estimulador da glicose, quando comparado
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aquele do grupo controle, foi menor. Os dados do presente trabalho indicam que a
testosterona estimula o fechamento do canal Katp. Esta acdo ocorre em trés
minutos na auséncia ou em presenca de doses sublimiares de glicose, sugerindo
que nao ocorre um efeito somatério entre a glicose e a testosterona sobre a
liberagédo de insulina pelas células B pancreaticas.

O efeito estimulador da glicose sobre a secrecdo de insulina ocorre via
metabolizagdo deste carboidrato com aumento da concentracdo de ATP
intracelular, o que requer um tempo maior. Em musculo esquelético de ratos foi
demonstrado que a testosterona estimula a atividade da enzima glicogénio
sintase e inibe a atividade da enzima glicogénio fosforilase (RAMAMANI et al.,
1999). Recentemente, em musculo esquelético de camundongo, Haren et al.
(2010) demonstraram que a testosterona estimula genes envolvidos com a
sintese e reprime 0s genes dos inibidores da sintese de glicogénio (proteina
inibidora -1 da fosfatase e fosforilase cinase-y). Os resultados do presente
trabalho sugerem que a testosterona estimularia o fechamento dos canais de
Katp, aumentando a secrecdo de insulina, provavelmente, via mensageiros
quimicos como a fosfolipase C. Contudo, quando em presenca de doses
estimulatérias ou supra-fisiolégicas de glicose, a testosterona estimularia a
sintese de glicogénio na célula B, desviando a glicose da via glicolitica, levando,
assim, a reducdo da resposta estimulatéria da glicose sobre a secrecdo de
insulina. Desta forma, esses dados sugerem que o efeito estimulador da
testosterona sobre a secrecédo de insulina ocorreria quando as concentracdes de
glicose no meio fossem baixas.

Para observar a acdo da testosterona sobre o canal Karp, foi usada

diazoxida, que aumenta a probabilidade de abertura deste canal, levando a um
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consequente aumento de condutancia ao potassio, hiperpolarizando a membrana.
Quando associada a diazoxida com a testosterona observa-se uma inibicdo do
efeito estimulatério do andrégeno sobre a captacdo de **Ca*, o que indica que a
acdo da testosterona envolva o fechamento do canal K*arp e consequente
despolarizacdo da membrana da célula beta. Mecanismo semelhante foi
constatado em células de Sertoli (LOSS et al.,, 2004) e em midcitos lisos
vasculares (NAKASHIMA e VANHOUTTE, 1995) por agao da testosterona. Este
achado foi comprovado nos experimentos com a glibenclamida e tolbutamida, que
sabidamente fecham os canais de Karp. Os resultados demonstram que doses
fisioloégicas de testosterona e 0,1uM de nandrolona estimulam a captacdo de
*5Ca?" em magnitude semelhante as doses de 25uM de glibenclamida e 10uM de
tolbutamida, confirmando que a testosterona e seu analogo nandrolona agem
sobre a liberagdo de insulina em células beta por fechamento de canais de Karp.
Esta bem demonstrado na literatura que a entrada de ion calcio na célula
beta é necessario para que ocorra a liberacdo de insulina. A testosterona
aumentou a captacdo de *°Ca®* na auséncia de glicose e em presenca de doses
estimulatorias de glicose. Utilizando-se a nifedipina, um potente bloqueador de
canais de Ca®* dependentes de voltagem do tipo L, a agdo da testosterona sobre
a captacao de calcio foi anulada, confirmando o envolvimento destes canais tipo L
na acao estimulatéria da testosterona sobre a secrecao de insulina nas células .
Os dados demonstram que o objetivo final da acdo da testosterona é a abertura
dos canais de célcio para que ocorra a exocitose dos granulos de secre¢ao da
insulina. Entretanto, quando a dose de glicose utilizada foi supra-fisiol6gia o efeito
da testosterona sobre o transporte de *°Ca®* foi drasticamente reduzido. Este

achado corrobora os resultados anteriores obtidos, quando se constatou que em
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presenca de concentracdes de glicose acima de 5 mM ocorre uma reducédo na
capacidade estimulatéria da testosterona sobre a secre¢ao de insulina.

Foi demonstrado, in vivo, que os aminoacidos derivados de dieta com
proteinas em combinacdo com glicose podem aumentar a secrecao de insulina
em ilhotas contendo células beta pancreaticas ou em linhagens celulares de
células beta (CHARLES e HENQUIN, 1983; KIMBALL et al., 2002; SENER e
MALAISSE, 1980). A L-glutamina e L-alanina sdo os aminoacidos mais
abundantes no sangue e nos fluidos extracelulares, seguidos por aminoacidos de
cadeias ramificadas (valina, leucina e isoleucina) (HENQUIN et al., 2006).

Somente poucos aminoacidos aumentam isoladamente a secrecao de
insulina pelas células beta, embora seus mecanismos sejam diversos (FAJANS et
al.,, 1967; MCCLENAGHAN et al., 1996). Entretanto, alguns aminoacidos
individualmente (ex., a glutamina) ndo estimulam secreg¢édo de insulina, in vitro,
guando adicionados em concentragdes fisiolégicas. Combinag¢des de aminoacidos
ou dose mais elevadas que as fisiologicas sdao mais efetivas sobre esta acao
(HENQUIN et al., 2006).Aminoacidos catiénicos, como L-lisina, agem diretamente
despolarizando a membrana da célula beta em pH fisiol6gico na presenca de
glicose. Outros aminoacidos, co-transportados com Na® (ex. alanina), também
podem despolarizar a membrana e induzir a secre¢cdo de insulina através da
ativacdo de canais de calcio dependentes de voltagem. Outros sinais
mitocondriais também podem ter impacto sobre a secrecdo de insulina
(MAECHLER, 2002). O metabolismo mitocondrial é também ativado por
aminoacidos tais como alanina, glutamina ou glutamato. O ciclo do &cido

tricarboxilico gera equivalentes redutores os quais sao transferidos para a cadeia
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transportadora de elétrons, determinando a geracdo de ATP (NEWSHOLME et
al., 2007).

Em células B, a L-glutamina é consumida de maneira intensa devido a alta
renovacdo das proteinas que ocorre nesta célula. Entretanto, quando este
aminoacido é administrado isoladamente, ele € rapidamente metabolizado pela
célula B, porém nédo é capaz de estimular a secrecdo de insulina ou aumentar a
liberagdo deste horménio quando induzida pela glicose. Newsholme et al. (2007)
postulam que quando a glutamina é administrada sozinha haveria formagdo de
GABA a partir do glutamato. Entretanto, quando sdo administradas leucina mais
glutamina, a secrecdo de insulina pela célula B aumenta. A leucina ativa a enzima
glutamato desidrogenase (GDH), estimulando a entrada no ciclo do &cido
tricarboxilico, aumentando a relacdo ATP/ADP e o consequente fechamento do
canal Katp e despolarizacao da célula B, o que leva a liberagao de insulina.

A incubacdo com L-alanina em concentragdo de 5mM estimula de forma
significativa a secrecdo de insulina. A alanina pode estimular a liberagdo de
insulina por trés via: 1) aumentando a producao de ATP na célula beta; 2) por ser
co-transportada com Na*, despolarizando, assim, a membrana celular; e/ou 3) por
aumento na concentracao de AMPc intracelular (HENQUIN e MEISSNER, 1986;
SENER e MALAISSE, 2002).

Outro fator importante que deve ser ressaltado é que a L-alanina estimula
também a secrecdo de glucagon pelas células a. No presente trabalho, a
incubacao foi realizada com ilhotas isoladas; provavelmente, ocorreu também a
liberacao de glucagon por acao da L-alanina. Sabidamente, o glucagon estimula a
liberacao de insulina por via paracrina. Desta forma, a liberacao de insulina por

acao da alanina deve ter ocorrido por uma combinacao de efeitos que envolvem o
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metabolismo intracelular do aminoacido, entrada de sédio no co-transporte com a
L-alanina, geracao de segundo mensageiro (AMPc) e acao do glucagon.

Contudo, quando as ilhotas foram incubadas (30 min) com L-alanina e
depois adicionadas testosterona ou nandrolona ao meio de incubacdo o efeito
estimulatério da L-alanina sobre a secrecdo de insulina diminuiu em cerca de
25%. Sabidamente, a testosterona estimula a sintese de proteinas; desta forma, a
adicao destes andrégenos ao meio de incubacao desviaria a L-alanina para a via
de sintese protéica, reduzindo o substrato para a geracdo de ATP e subsequente
liberacéo de insulina.

Apesar da testosterona estimular a sintese de proteinas, os resultados
deste trabalho demonstram que este horménio ndo estimulou a captacdo de
[“C]MeAIB pelas ilhotas pancredticas isoladas. Estes resultados s&o
concordantes com aqueles descritos em células de Sertoli, nas quais a
testosterona nao estimulou significativamente a captacdo deste aminoacido
(SPRITZER e WASSERMANN, 1985).

Com o objetivo de testar os efeitos sinérgicos dos aminoacidos e da
testosterona sobre a secrecdo de insulina, foi utilizada uma mistura de
aminodcidos (MIX) composta por glutamina, lisina, alanina e leucina, os
resultados deste estudo confirmam os achados de Henquin et al. (2006). O MIX1
apresenta concentracdes de glutamina e leucina que sdao semelhantes aquelas
encontradas intracelularmente (NEWSHOLME et al., 2007). A testosterona
estimula marcadamente a secrecdo de insulina em presenga de MIX2, porém
ocorre um platdé quando a concentracdo desses aminodacidos € 4 vezes (MIX4)
maior que MIX1. Os resultados deste estudo sugerem que a presenca de

testosterona no meio de incubagdo com MIX2 teria uma acao sinérgica, pois no
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grupo controle (sem testosterona) a mistura de aminoacidos s6é apresenta efeito
significativo com valores de aminoacidos do MIX4. Estes achados sugerem que a
testosterona estimularia a secrecdo de insulina quando os substratos energéticos
no meio de incubacdo acham-se em baixas concentracées. Esta hipotese é
confirmada quando ao meio de incubacao foi adicionado o MIX4 e ndo ocorreu
um aumento da secre¢do da insulina em presenca de testosterona.

Os resultados desta tese sugerem que a testosterona e a nandrolona,
agindo no sitio de ligacdo na membrana e intracelularmente, estimulariam a
secregao de insulina pelas células B pancreaticas na auséncia e na presenga de
baixas concentracbes de substratos energéticos, como a glicose e o0s
aminoacidos.

Esta agcdo estimulatéria dos andrégenos sobre a secrecdo de insulina
ocorreria via fechamento de canais Katp, que levam a despolarizagéo celular e,
como consequéncia, a abertura de canais de Ca®* dependentes de voltagem do
tipo L e exocitose dos granulos de secrecao.

O trabalho também sugere que a testosterona, unindo-se a um sitio de
ligagdo na membrana plasmética, utilizaria a fosfolipase C na transducéo do sinal
para a liberagdo dos granulos de insulina na célula p.

O efeito estimulatério da testosterona e da nandrolona seria especifico aos
andrégenos, visto que o 17B-estradiol e a progesterona, nas condi¢coes
experimentais deste trabalho, ndo reproduzem os efeitos daqueles hormdnios.

Estes achados estédo resumidos na Figura 6.
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Figura 6: Mecanismo proposto para a estimulacdao da secrecdo de insulina e da
captacédo de **Ca** por testosterona e nandrolona na célula p. A testosterona (T) ou a
nandrolona (N) liga-se ao sitio de ligagdo na membrana (SL) acoplado a proteina G,
ativando-a. Esta estimula a fosfolipase C (PLC) que, por sua vez, degrada PIP2 em IP; e
DAG. Sugere-se que possa haver inibicao do canal Karp por IP; e/ou DAG, levando a
despolarizacdo da membrana. A glicose € captada na célula  pelo GLUT2. Por agdo dos
androgenos, esta glicose é desviada preferencialmente para a sintese de glicogénio. A
glicose também é metabolizada via glicélise, fornecendo piruvato, o qual é entdo
metabolizado pelo ciclo do acido tricarboxilico. O ciclo do &cido tricarboxilico gera
equivalentes redutores os quais sdo transferidos para a cadeia transportadora de
elétrons, determinando a geracao de ATP. A alanina é captada na célula B pelo sistema
de transporte A e/ou ASC, o qual é dependente do ion Na*. Por agédo dos andrdgenos, a
alanina e os demais aminoacidos sao desviados preferencialmente para a sintese de
proteinas. Também a alanina ativa o metabolismo mitocondrial, gerando ATP. A
glutamina, uma vez dentro da célula B, é transformada em glutamato. A leucina, captada
pela célula, estimula a enzima GDH, a qual forma a-cetoglutarato a partir do glutamato,
incrementando o ciclo do &cido tricarboxilico. O aumento nos niveis de ATP leva ao
fechamento dos canais Karp € despolarizacdo da membrana celular. A despolariza¢ao da
membrana celular também ocorre pela captacdo de alanina acoplada ao Na* e do
aminoécido catiénico lisina. Esta despolarizacdo abre os canais de Ca** dependentes de
voltagem, aumentando [Ca®']i, 0 que dispara a exocitose de insulina. Seta continua:
acao estimulatoria; seta pontilhada: acédo inibitéria. Abreviaturas: A/ASC, L, y* -
sistemas de transporte de aminoacidos; AR — receptor de andrégenos; DAG — diacil
glicerol; GDH — glutamato desidrogenase; GLUT2 — transportador de glicose 2; IP; —
inositol-3,4,5-trifosfato; N — nandrolona; PIP2 — fosfatidil inositol-4,5-bifosfato; PLC —
fosfolipase C; SL - sitio de ligacao na membrana; T — testosterona.
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7. CONCLUSOES ESPECIFICAS

1)

5)

6)

A testosterona e a nandrolona tem efeito estimulatério nao classico na célula
de ilhotas pancreaticas isoladas de rato, visto que aumentam a captacao de

*°Ca® em 1 minuto e estimulam a secrec¢ao de insulina em 3 minutos.

O efeito da testosterona sobre secrec¢do de insulina independe da presenca

de baixas concentragdes de glicose.

A secrecao de insulina estimulada pela testosterona em ilhotas pancreéticas é
dose dependente. O platd de estimulagdo observado entre as doses de 100
nM e 1000 nM em 3 minutos de incubacao indicaria a utilizacao dos granulos

prontamente disponiveis (12 fase da secre¢ao de insulina).

Em nossos experimentos, o 17B-estradiol e a progesterona nao estimularam a
secrecao de insulina em incubagéo de trés minutos e em presenca de 3mM de

glicose.

A testosterona ndo estimula a captacdo de aminoacidos em ilhotas

pancreaticas.

A testosterona em presenca de MIX2 no meio de incubacgao teria uma acgéao
sinérgica, Estes achados sugerem que a testosterona estimularia a secrecao
de insulina quando os substratos energéticos no meio de incubacao acham-se

em baixas concentracoes.
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A testosterona aumenta a captacdo de *Ca®*" através do canal de Ca*

dependente de voltagem do tipo L.

A acao estimulatéria da testosterona e a nandrolona sobre a secrecdo de
insulina ocorre na seguinte sequéncia: fechamento do canal Karp,
despolarizagdo da célula B, abertura de canais de Ca** dependentes de
voltagem, aumento da concentracdo intracelular de Ca®* e exocitose de

insulina.

Os resultados do presente estudo demonstram a participacao da fosfolipase
C na transducao do sinal da testosterona na célula B da ilhota pancreatica de
rato, sugerindo-se a participacdo do DAG e do IP3 como segundos
mensageiros. Contudo, experimentos adicionais serdo necessarios para

comprovar essa hipotese na célula p.

10) Teleologicamente, os efeitos dos andrégenos sobre a secrecao de insulina em

presenca de baixas concentracbes de substratos energéticos, seria de
modular os efeitos catabdlicos dos horménios contra-reguladores da insulina

e, assim, manter a homeostase.
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Introduction

Testosterone rapidly increases *Ca®* uptake (in 60 seconds) and insulin secretion (within
180 seconds) by isolated Langerhans islets incubated in vitro at sub-stimulatory
concentrations of glucose (3mM) (Grillo et al. 2005). The action of testosterone is dose-
dependent from 25 nM to 1 uM and specific; neither 17B-estradiol nor progesterone has
any effect under these experimental conditions. These testosterone effects at the cell
membrane as clearly demonstrated by the action of impermeant testosterone-BSA and by
the speed of its actions (60-180 seconds) (Grillo et al. 2005).

Morimoto et al (2001) reported that testosterone increases insulin messenger RNA
(mRNA) levels in vivo and in vitro in Langerhans islets. Also, they demonstrated that
pancreatic islets incubated during 3 hours with testosterone (1 uM) increases their insulin
content, being released in the absence or in the presence of glucose (up to 5.5 mM).

On the other hand, Nadal et al. (1998) reported that 1783-estradiol in synergy with 8.3 mM
glucose rapidly (<2 minutes) enhanced insulin secretion by 30% through a plasma
membrane receptor. Also, the application of a physiological concentration of 173-estradiol
in the presence of a stimulatory glucose concentration (8 mM) potentiated the [Ca®]
signal in 83% of the islets. Unlike testosterone, the effect of 17p-estradiol was observed
only during glucose stimulation of insulin release, but not in basal conditions. As
described, the action of testosterone is visible in concentrations of glucose lower than 5.5
mM, and is more marked (evident) with glucose 0, 1 or 3 mM. This difference in the action
between 17p-estradiol and testosterone is not well understood.

Recently, it has been described that the high rate of insulin secretion by SUR1KO islets in
low glucose results from a continuous unregulated influx of Ca2+ secondary to the lack of
functional K*atp channels (Ravier et al. 2009). Also, amino acids strongly increased insulin

secretion by SUR1KO islets through a further electrogenic rise in [Ca®*]. After sulfonylurea
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(tolbutamide) blockade of their K'atp channels, normal islets qualitatively behaved like
SUR1KO islets (Ravier et al. 2009).

Li et al. (2004) described that sulfonylurea glyburide increases glutamine sensitivity of
normal B cells mimicking the SUR1-/- condition. Following glyburide treatment, the effect
of glutamine or glutamine + leucine combination on [Ca®*], was similar to that observed in
SUR-/- islets. Insulin secretion studies confirmed these observations: glutamine increases
insulin release (Li et al., 2004).

In Sertoli cells from rat testes, testosterone blocks the K'arp channels producing, as with
glibenclamide and tolbutamide, cell depolarization and increase in “*Ca®* uptake (von
Ledebur et al. 2002; Loss et al. 2004; Wassermann and Loss 2005).

In addition, 0.1 uM of testosterone stimulates “°Ca*" uptake in isolated Langerhans islets
in similar amounts to 10 uM of tolbutamide (Grillo et al. 2005).

Based on these results, the aim of this paper was to study the effect of amino acid mixture
glutamine (glut), lysine (lys), alanine (ala) and leucine (leu) on insulin secretion and **Ca**
uptake by isolated pancreatic islets pretreated with testosterone (or by stimulation of
testosterone). To provide additional evidence of the interaction of testosterone action on
K*atp channels, diazoxide — a channel opener — was used at a low concentration and
within a short time frame (Henquin 2000).

The results reported in this paper indicate a relationship between testosterone action and
amino acid effect on insulin secretion by Langerhans islets. This suggests a possible
physiological meaning to the fact that testosterone synergizes with amino acid mixture (or

protein meal) in B cells for induction of insulin secretion.
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Material and Methods:

Testosterone, leucine, alanine, glutamine, lysine and collagenase type XI were purchased
from Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA. Diazoxide was obtained from Research
Biochemicals International, Natick, MA, USA. “*Ca** (specific activity 444 GBq/g) was
purchased from New England Nuclear Life Science Products Inc., Boston, MA, USA.

Animals. Wistar rats were bred in our animal facilities and housed in an air-conditioned
room (at about 24°C) with controlled lighting (lights on from 06:00 to 20:00 h). Pelleted
food (Purina, Nutripal, Porto Alegre, RS, Brazil) and tap water were available ad libitum.
Male Wistar rats (180 to 220g) were starved for 12 hours before being killed by
decapitation.

Isolation of islets. The islets of Langerhans were isolated by a modification of the
technique of Lacy and Kostianovsky (1967). The pancreas was visualized by a central
abdominal incision. The bile duct was clamped at the tip of the duodenum and cannulated
at a point sufficiently proximal to the liver. KRb-HEPES medium was introduced by syringe
slowly (1 min) into the bile duct until the pancreas was clearly distended. The inflated
pancreas was gently removed. The pancreas was collected in Petri dishes with KRb-
HEPES medium.

The isolated pancreatic islets were obtained by collagenase digestion of a pool of
pancreas form three animals (Metz 1986). The pancreases were was placed in Krebs-
Ringer bicarbonate (KRb) supplemented with HEPES (8mM) and glucose (83mM). The
pancreatic tissue was cut into small pieces (ca. 2 x 2 mm), which were incubated in a
plastic tube in 1 mL of the same medium supplemented with 3 mg of collagenase. After
incubation for 20 min at 37° C with rapid shaking the incubation mixture was transferred to
a conical tube (110 x 15 mm), resuspended to 10 mL with collagenase-free medium and
centrifuged at room temperature for 3 min at 45 x g. The supernatant was discarded and
the sediment resuspended in fresh KRb-HEPES medium. This washing procedure was
repeated five times; in the last two washings the islets were allowed to settle without
centrifugation. Aliquots (10uL) of the final sediment with the isolated islet were transferred
to Eppendorff tubes with the KRb incubation medium supplemented with HEPES (8mM)
and glucose (3mM) (Lernmark 1974; Barja-Fidalgo et al. 1991).

45Ca2+ uptake experiments. The isolated islets were pre-incubated for 60 minutes in a
Dubnoff metabolic incubator to equilibrate in 500 uL KRb/HEPES buffer with the 45Ca2+
(2.7 kBq) at 37°C, pH 7.4 and gassed with O2:CO2 (95:5; v/v). Diazoxide (100 uM) was

added 10 minutes before the end of the pre-incubation period. The islets were incubated
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for 2 minutes in 500 yL of KRb with 45Ca2+ with or without testosterone (100 nM). In
order to halt the incubation, the technique reported by Batra and Sjogren (1983) was used
with modifications. One ml of cold buffer with lanthanum chloride (10 mM) at 2°C was
added to the samples to stop the calcium fluxes. The tubes were centrifuged for 1 min. to
300 rpm. The supernatant was preserved and the islets were washed twice with the cold
lanthanum chloride solution. The islets were added to screw-cap tubes containing 1 ml of
distilled water. They were frozen and afterwards sonicated for 30 seconds. Aliquots of 100
puL were taken from each sample for radioactivity measurement in Aquasol 2 in an LKB
rack beta liquid scintillation spectrometer model 1215 (LKB-Producer AB, Bromma,
Sweden). The counting efficiency was 85-90%.

Insulin Secretion. The islets were pre-incubated for 30 min in KRb with HEPES (8mM) at
37°C, pH 7.4. The islets were incubated for 180 seconds with and without testosterone (1
uM) followed by 180 seconds with or without the amino acid mixture: MIX [glutamine (2
mM), lysine (1.5 mM), alanine (1 mM), leucine (1 mM)], MIX2 [glutamine (2 mM), lysine (3
mM), alanine (2 mM), leucine (2 mM)], or MIX4 [glutamine (8 mM), lysine (6 mM), alanine
(4 mM), leucine (4 mM)]. To stop the incubation process the tubes were placed at 0°C.
The tubes with the islets were centrifuged for 3 minutes at 45 x g. The medium was
collected and the insulin was quantified by RIA (RIA-Kit, Linco Research, INC., St.
Charles, MO, USA).

In both experiments, the protein was assayed according to the method of Bradford (1976).
The 45Ca2+ uptake results were expressed as pmol of Ca2+/mg protein ratio (n=6). The

insulin secretion results were expressed as ng of insulin/mg protein ratio (n=6).

Testosterone was diluted in ethanol to a final concentration of 0.1%. This stock solution
was diluted in KRb to the active final concentration at the time of use. Diazoxide was
freshly prepared in 0.05N of NaOH for each experiment and the final concentration of
NaOH in the KRb was 0.001N

Statistical evaluation was performed using paired t-test and one-way ANOVA with
Bonferroni’s post test, using GraphPad InStat version 3.01, 32 bit for Windows 95/NT,
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GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com. Differences were

considered to be significant when p<0.05.

Results

Effect of testosterone on insulin secretion and on *°Ca** uptake at different glucose
concentrations. Insulin secretion stimulated by testosterone in pancreatic islets was
dependent upon the glucose concentration. The hormone stimulated insulin secretion at
subthreshold concentrations (0 and 3 mM), but it did not increase insulin secretion as did
the control at the threshold concentration of 5 mM of glucose (Fig 1a). **Ca® uptake
stimulated by testosterone in pancreatic islets was dependent upon the glucose
concentration. Testosterone increased “°Ca®* uptake in the absence of glucose and at
concentrations of 5 mM (threshold) and 8 mM, but it did not increase insulin secretion as

did the control at the suprathreshold concentration of 11 mM of glucose (Fig 1b).

Action of androgens and of sulfonylureas on “*Ca®* uptake in isolated pancreatic
islets. “°Ca?* uptake in isolated islets of Langerhans was stimulated within 60 seconds by
the presence of testosterone (0.1 uM) and of nandrolone (0.1 uM). Similar results were
obtained by glibenclamide (25 yM) and tolbutamide (10 pM) within 1 minute of incubation.

(Fig 2).

Comparison of stimulatory effects of androgens and alanine on insulin secretion.
There was a significant increase in the stimulation of testosterone, nandrolone and
alanine separately; however, when each androgen was associated with alanine, insulin

secretion decreased, compared to each isolated androgen (Fig 3).
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Effect of testosterone on insulin release associated with different concentrations of
the amino acid mixture (MIX). Testosterone significantly stimulated insulin secretion in

the absence of the MIX and also when associated with MIX2 (Fig 4).

Action of testosterone upon the transport of ['*C] MeAIB in islets. Testosterone did

not stimulate amino acid uptake in any of the incubation periods (Fig 5).

Antagonist effect of diazoxide on the stimulatory action of testosterone in **Ca*
uptake in pancreatic islets. Diazoxide blocked “°Ca®** uptake when pre-incubated
separately. Testosterone did not stimulate **Ca®* uptake in the presence of Karp channel

blocker (Fig 6).

Antagonist effect of phospholipase C inhibitor, U73122, on the stimulatory action of
testosterone in ** Ca® uptake. U73122 blocked *“*Ca?** uptake when pre-incubated
separately. Testosterone did not stimulate “>*Ca®* uptake in the presence of phospholipase

C inhibitor (Fig 7).

Antagonist effect of L-type Ca** channel blocker nifedipine on the stimulatory
action of testosterone in “*Ca**uptake. Nifedipine blocked *“*Ca?* uptake when pre-
incubated separately. Testosterone did not stimulate “°Ca® uptake in the presence of L-

type Ca®* channel blocker (Fig 8).

Discussion
The action of testosterone on *°Ca** uptake and on insulin secretion was studied in short-
term experiments using isolated pancreatic islets of Langerhans. In earlier studies,

impermeant testosterone-BSA significantly stimulated insulin secretion at a lower
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percentage (10%). The action of the hormone is specific — neither 17p-estradiol nor
progesterone stimulated insulin secretion in the presence of 3 mM glucose. The action of
testosterone on insulin secretion was dose-dependent, and at a physiological
concentration of testosterone (25 nM) in rat plasma, the stimulus was 17% (p< 0.05).
(Grillo et al., 2005). Testosterone (0.1 uM) stimulates *“*Ca?* uptake within 60 seconds in a
similar proportion to tolbutamide (10 uM) in isolated islets.

Testosterone rapidly increased insulin release (34%; 180 seconds) in the presence of
non-stimulatory concentrations of glucose (0-3 mM). However, the hormone is ineffective
with glucose 8.3 mM or at highest doses (Fig 1a). The action of testosterone on 45Ca2+
uptake was more effective in 8mM than at lower and higher glucose concentrations (Fig
1b).

Morimoto et al. (2001) demonstrated that testosterone increases the in vitro and in vivo
concentration of insulin mRNA. The stimulatory effect was also observed in the induction
of insulin expression, both in its content and in its release into pancreatic B cells. These
authors also showed that circulating testosterone levels in prepubertal and in adult rats
under physiological conditions are related to insulin gene expression in the pancreas and
in its serum concentration. The relationship between testosterone and insulin expression
was also found in gonadectomized animals.

Morimoto et al. (2001) demonstrated that serum insulin levels are restored and increase
within 5 to 7 days after the onset of testosterone replacement in adult gonadectomized
rats

In pathophysiological situations, such as in women with polycystic ovary syndrome
presenting with hyperandrogenism, there are reports of increased insulin release
(Diamanti-Kandarakis, 2008).

The action of testosterone and nandrolone is partially similar to that of sulfonylureas such
as glyburide and tolbutamide, but different from that of glibenclamide, which stimulates

*5Ca®" uptake (Fig 2) and insulin secretion (Fig 3) at low glucose concentrations, due
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possibly to the different site of interaction of sulfonylureas with the SUR receptor (Gribble
and Reimann, 2003). Some studies demonstrated that tolbutamide and meglitinide,
blocking K*atp channels, mimic the Sur1KO B cell model (Szollosi et al. 2010). These cells
do not contain K*atp channels (Szollosi et al. 2007) and, therefore, are depolarized and
have an elevated [Ca® ]i even when the glucose concentration is non-stimulatory.
Our results show that the amino acid mixture [MIX (Glut, Leu, Lys, Ala)] increases insulin
secretion at different concentrations in MIX, MIX2 and MIX4. This increase was dose-
dependent. The presence of testosterone associated with MIX2 increased insulin
secretion to a higher level than did MIX2 alone (Fig 4).
Insulin secretion in SurtKO B cells was stimulated by MIX. Normal islets of Langerhans
pretreated with tolbutamide demonstrated the same effect when treated with MIX
(Henquin et al. 2006).
This result indicates that high protein intake in the presence of adequate concentration of
testosterone stimulates insulin secretion.
These effects clarify the physiological meaning of testosterone action. Both hormones
have an anabolic effect (muscle, bone, etc.) stimulating protein synthesis; therefore: high
protein intake plus testosterone leads to high insulin secretion, increasing protein
synthesis by muscles or the amino acid uptake.
Therefore, it is possible that protein meal intake in the presence of testosterone induces
insulin secretion, and the synergistic action of both hormones produces an anabolic effect.
It has been described that testosterone induces calcium influx through non-
classical pathways associated with membrane receptors (Walker 2009). However, this
stimulatory effect of testosterone on insulin secretion may be related to the increase in the
intracellular concentration of calcium, glucose metabolism or variations in second
messengers (Filardo et al. 2000; Scobey et al. 2001).
These results indicate that a high protein intake and the presence of adequate

testosterone concentrations, when combined, can increase insulin secretion.
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Nevertheless, it is still necessary to describe this mechanism, whereby testosterone has
this effect on pancreatic B cells, as the action of the tested androgens (testosterone and
nandrolone) revealed competition with the effect of alanine alone, possibly because they
share the same pathway for activation of pancreatic B cells (Fig 3).

It was also observed that testosterone did not stimulate the transport of ['*C]MeAIB
in B cells (Fig 5), as previously described for Sertoli cells (Spritzer and Wassermann
1985).

To assess the testosterone-induced activation pathway, some pharmacological
strategies were used. To observe the action of testosterone on Karp channel, we used
diazoxide, which facilitates the opening of this channel leading to an increase in
potassium conductance, hyperpolarizing the membrane potential. When diazoxide is
associated with testosterone, we perceive that the stimulatory effect of the androgen on
**Ca®" uptake is inhibited, indicating that the inhibition of the Karp channel plays a role in
this effect elicited from testosterone (Fig 6). This mechanism has already been described
for other tissues such as in Sertoli cells (Loss et al., 2004) and vascular smooth muscle
myocytes (Nakashima and Vanhoutte 1995).

It has been described that the action of testosterone on the cell membrane may be
associated with PLC activation by Gqg protein (Wassermann and Loss 2004). This
activation hydrolyzes PIP2 to IP3 and diacylglicerol, causing a decline in PIP2
concentration near the Karp channel, reducing negative surface charges and increasing
the sensitivity of the channel to ATP, inhibiting this channel, with consequent
depolarization of the membrane and opening of L-type voltage-dependent Ca®* channels
(Wassermann and Loss 2004). Our results for isolated pancreatic islets suggest that the
stimulatory effect of testosterone on **Ca®* uptake utilizes this pathway, as demonstrated
for the Karp channel.

To assess the action of testosterone on PLC activation, we used U73122, an

inhibitor of this enzyme. It has been shown that the stimulatory action of testosterone on
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*5Ca®" uptake is blocked in the presence of this PLC inhibitor, indicating that the
mechanism mentioned above plays a role in the action of the androgen upon the
pancreatic B cell (Fig 7).

We also checked whether the inhibition of the L-type calcium channel changes the
androgenic response to the influx of extracellular calcium. Using nifedipine, which blocked
the calcium influx stimulated by testosterone, it was demonstrated that the pathway used
by testosterone is related to the Karp channel, PLC, and opening of L-type calcium
channels (Fig 8).

Our experiments showed that testosterone stimulates insulin release at low
glucose concentrations. This finding, in consonance with the data obtained by
other authors, indicates that the androgen does not have a remarkable influence
upon the regulation of insulin secretion under postprandial conditions; however,
the action of this androgenic hormone could be perceived on other parameters; for
instance, when testosterone is associated with amino acid uptake by peripheral
tissues, influenced by insulin.

FINAL REMARKS
These findings allow us to describe the action of testosterone on the membrane of

pancreatic B cells in rats through its stimulatory effect on insulin secretion and on
extracellular Ca®* uptake. It was also observed that the glucose concentration of the
medium may influence these effects, and in this case, testosterone was more efficient at
substimulatory glucose concentrations (0 to 3 mM). It was also demonstrated that
nandrolone had a similar action to that of testosterone under the same experimental
conditions.

Using Ca®* uptake as a marker of the action of testosterone and of nandrolone on
pancreatic B cells, we observed that the androgenic action is closely related to the closure
of the Karp channel, because the use of diazoxide, which facilitates the opening of this
channel, inhibited the action of steroids. Therefore, when glibenclamide and tolbutamide —
which are Kare channel blockers — were used, they produced a similar effect to that of
testosterone on Ca®* uptake. Androgenic action was also inhibited in the presence of
nifedipine (L-type Ca** channel blocker); pancreatic B cells showed a reduction in *°Ca®*
uptake in the presence of this inhibitor.
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The relationship between testosterone and the Karp channel can be associated with
the pathway of PLC activation. In another type of cell, testosterone, via G, protein,
hydrolyzes PIP2 using this enzyme and this effect leads to the closure of the Katp
channel, as observed in the present study (Lieberherr and Grosse 1994). When we
blocked PLC by adding U73122, the effect of testosterone on Ca™ uptake was nullified,
indicating that this pathway is activated by the hormone in this cell.

In an attempt to find physiological relevance in these androgenic actions, we observed
the relationship between amino acid uptake by B cells and the presence of testosterone
and nandrolone. To do that, we used an amino acid mixture that increased insulin
secretion in a dose-dependent fashion; however, the association of this mixture with
testosterone stimulated insulin secretion only when MIX2 was used. Testosterone did not
stimulate MeAIB uptake and competed with alanine alone, probably due to the same
mechanism of action when insulin secretion was used as parameter.

All these results indicate that testosterone has an important effect on insulin secretion
by pancreatic B cells when glucose levels are low. There might be a relationship between
the presence of testosterone, amino acid uptake by B cells and insulin secretion at these
glucose levels. We can infer that the stimulatory effect of testosterone on insulin secretion
may increase amino acid uptake by the peripheral tissue when glucose levels are
substimulatory for insulin, warranting a source of energy and/or the persistence of the
cellular metabolism. Thus, testosterone can be an important hormone for insulin secretion

during fasting periods.

Legends

Fig 1: Effect of testosterone on insulin secretion and on **Ca* uptake at different
dglucose concentrations. The islets were pre-incubated for 15 minutes with 3 mM of
glucose and then pre-incubated again for 15 minutes with glucose at the concentrations of
0, 3 and 5 mM, respectively. After that, they were incubated for 180 seconds in the
presence or absence of testosterone (1uM) at different glucose concentrations. * (p<0.05).

(MeantSEM, n=6).
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Fig 2: Action of androgens and of sulfonylureas on “*Ca®* uptake in isolated
pancreatic islets. The islets were pre-incubated for 50 minutes with 3 mM of glucose and
then pre-incubated again for 10 minutes with or without glibenclamide (25 pM) or
tolbutamide (10 uM). After that, they were incubated for 60 seconds in the presence or
absence of testosterone (0.1puM) or nandrolone (0.1uM) and/or glibenclamide or

tolbutamide. * (p<0.05). (Meant+SEM, n=6).

Fig 3: Stimulatory effects of androgens and alanine on insulin secretion. The islets
were pre-incubated for 30 minutes with or without alanine (5 mM) and incubated for 180
seconds with or without testosterone (1uM) or nandrolone (1uM) and/or alanine (5 mM). *

(p<0.05). (Mean+SEM, n=6).

Fig 4: Effect of testosterone on insulin release at different amino acid mixture (MIX)
concentrations. The islets were pre-incubated for 30 minutes with 3 mM of glucose. After
that, they were incubated for 180 seconds with or without testosterone (1 uM) followed by
another 180 minutes with or without amino acid mixture: MIX [glutamine (2 mM), lysine
(1.5 mM), alanine (1 mM), leucine (1 mM)], MIX2 [glutamine (4 mM), lysine (3 mM),
alanine (2 mM), leucine (2 mM)] or MIX4 [glutamine (8 mM), lysine (6 mM), alanine (4

mM), leucine (4 mM)]. * (p<0.05). (Mean+SEM, n=6).

Fig 5: Action of testosterone upon the transport of ['*C] MeAIB in islets. The isolated
islets were pre-incubated for 30 minutes with 3 mM of glucose and incubated for 15, 30 or
60 minutes with ["“C]MeAIB (0.2uCi/sample) with or without testosterone. * (p<0.05).

(MeantSEM, n=6)
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Fig 6: Antagonist effect of diazoxide on the stimulatory action of testosterone in
%5Ca* uptake in pancreatic islets. The islets were pre-incubated for 50 minutes with 3
mM of glucose and then pre-incubated again for 10 minutes with or without diazoxide (100
uM). After that, they were incubated for 60 seconds in the presence or absence of

testosterone (0.1uM) and/or diazoxide. * (p<0.05). (MeantSEM, n=6).

Fig 7: Antagonist effect of phospholipase C inhibitor, U73122, on the stimulatory
action of testosterone in ** Ca* uptake. The islets were pre-incubated for 45 minutes
with 3 mM of glucose and then pre-incubated again for 15 minutes with or without U73122
(2 uM). After that, they were incubated for 60 seconds in the presence or absence of

testosterone (1uM) and/or U73122. * (p<0.05). (MeantSEM, n=6).

Fig 8: Antagonist effect of L-type Ca** channel blocker nifedipine on the stimulatory
action of testosterone in “*Ca**uptake. The islets were pre-incubated for 50 minutes
with 3 mM of glucose and then pre-incubated again for 10 minutes with or without
nifedipine (1 uM). After that, they were incubated for 60 seconds in the presence or

absence of (1uM) and/or nifedipine. * (p<0.05). (Mean=SEM, n=6).
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