Avaliacao Morfologica e dos Mecanismos de Mobilizagdo
de Caz2+ pela Glicose e Acetilcolina em Células
Pancredaticas Humanas

RESUMO artigo original

Objetivos: Avaliar a morfologia das organelas e do citoesqueleto em células pan-

creaticas humanas cultivadas e a mobilizagcao de Ca2+ em resposta a glicose e ACh por

medidas fluorimétricas. Material e Métodos: As células foram semeadas em DANIELA EsPINHA CARDOSO
laminulas, fixadas e marcadas com uma combinagao de fluoréforos: o nucleo foi cora- LuciMAR PEREIRA DE FRANQA
do com DAPI e as mitocondrias, com Mytotracker Red. Foram utilizados faloidina e ELIsA c

anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor verde e vermelho fluorescentes "’SAN_GE"A HINEN

(488 e 594) para identificar proteina actina F e receptor muscarinico tipo M3, respecti- ANDREA A.F. Souza MORAEs
vamente. Para estudar a mobilizagcdo de Ca2*, as células foram incubadas com fura- ALICE TEIXEIRA FERREIRA

2/AM. Resultados: As células pancreaticas humanas apresentaram morfologia JERONIMO PEREIRA DE FRANQA
preservada com grande quantidade de mitocondrias. Na regido de maior densidade

celular, evidenciou-se as pseudo-ilhotas e os receptores muscarinicos M3. Por meio

da elevacéao da [Ca2*]., devido a agdo da glicose e ACh, mostrou-se preservacao da

capacidade responsiva a esses estimulos e foi dependente de concentragdo desses Departamento de Biofisica —
agonistas. A glicose promoveu uma resposta sustentada e a ACh induziu uma respos- UNIFESP/EPM, SGo Paulo, SP.

ta bifasica. Conclusao: As células pancreaticas humanas cultivadas conservaram sua

morfologia. A mobilizagao de Ca2+ em resposta a glicose e a ACh confirma a sua fun-

cionalidade. Os receptores muscarinicos M3 estao presentes nessas células. (Arq

Bras Endocrinol Metab 2007;51/3:431-436)
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ABSTRACT

Morphologic Evaluation and Ca2* Mobilization by Glicose and Acetyl-
choline in Human Pancreatic Cells.

Aims: The proposal of this study was to analyze morphology of the organelles and
cytoskeleton in human pancreatic cells cultured and the mobilization of the cytoso-
lic calcium ([Ca2*].) in response to glucose and ACh by fluorimetry method. Mater-
ial and Methods: The cells were plated on glass coverslips, fixed and stained with
a combination of fluorophores: the nuclei were stained with DAPI and mitochondria
with Mytotracker Red. It was used phalloidin and the secondary antibodies Alexa
Fluor conjugated green and red-fluorescent (488 and 594) to identify the protein cell
actin F and type M3 muscarinic receptor respectively. The cells also were loaded
with fura-2/AM to study Ca2+ mobilization. Results: The human pancreatic cells
show characteristics morphologically preserved with great amount of mitochondria.
In region major cell density was evidenced pseudo-islets and type M3 muscarinic
receptors. Through increase of [Ca2t], due to action of glucose and ACh were shown
that the cells’ capacity to respond to these stimuli were conserved. The elevation of
the [Ca?t], depended on concentration by glucose-induced promoting sustained
phase and ACh-induced a biphasic response. Conclusion: The morphologic char-
acteristics of human pancreatic cells cultured were preserved. The Ca2+ mobilization
in response to glucose and ACh confirmed its functionality. The expression of the
M3 muscarinic receptors in human pancreatic cell cultured was demonstrated. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2007;51/3:431-436)
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M MAMIFEROS ADULTOS, as células f das ilhotas

pancredticas de Langerhans sdo a tnica fonte de
produgio de insulina. Essas células nio s6 produzem
insulina, mas secretam esse hormonio em quantidades
apropriadas para manter os niveis de glicose plasmati-
ca dentro dos estreitos limites fisiologicos. A disfun¢io
nas células f pancreaticas ¢ a principal causa do desen-
volvimento de diabetes mellitus tipo 2, a desordem
metabdlica mais comum no ser humano. Diferentes
sinais como fatores humorais (hormoénios, como o
glucagon, vitaminas, nutrientes, ions etc.), estimula¢io
nervosa (acetilcolina) e fatores de comunicagdo inter-
celular entre ilhotas, garantem a apropriada fung¢io das
células B, que mantém os niveis basais de insulina, e
sua principal estimulagio ¢ dependente do nivel de gli-
cose (1).

A insulina exerce diversas a¢oes bioldgicas, as
quais incluem regulag¢do de glicose, sintese de lipideos
¢ proteinas e a transcrigdo génica (2). Com a falta desse
hormoénio, observa-se um quadro de hiperglicemia,
situagdo que induz uma série de patologias em dife-
rentes tecidos; entre os mais importantes, tem-se as
células vasculares e neuronais, conforme observado em
modelos animais e em pacientes diabéticos (3).

O plexus entérico de mamifero ¢ um sistema
complexo, contendo um grande nimero de neurbnios
com uma vasta rede de fibras dos quais sdo liberados
numerosos neurotransmissores, entre eles, a acetilcoli-
na (ACh) (4). A atividade dos nervos parassimpiticos,

Ca?
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ao ATP
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Glicose (GLUT2)

Despolarizagéo

bem como a estimula¢io com a glicose, tem um papel
importante na secre¢do de insulina pelas células f§ pan-
credticas. A ativagdo do receptor muscarinico por a¢iao
da ACh promove a exocitose dos granulos de insulina
¢ a ACh também despolariza as células . O influxo de
Ca2+ promovido pela abertura de canais voltagem-
dependentes induzida por glicose ¢ ACh resulta no
aumento da [Ca2+]. nestas células (5-6).

O receptor de insulina ¢ uma tirosina cinase,
que sofre autofosforila¢io e catalisa a fosforilagio de
proteinas celulares, tais como membros das familias
IRS, Shc e Cbl. Junto com a fosforilagdo da tirosina,
essas proteinas interagem com moléculas sinalizadoras
através de seus dominios SH2, resultando em diversas
vias de sinalizacio, que modulam a regula¢io do
trafego vesicular, sintese de proteinas, ativa¢do e inati-
vagdo de enzimas e expressdo génica (7) (figura 1).

As células f pancreaticas possuem receptores de
insulina e ha evidéncias da a¢do autdcrina desse hor-
monio na fungdo dessas células, incluindo a transcri¢ao
da glicocinase e genes responsaveis pela expressio de
insulina (9).

O transplante de péancreas tem tido Otimos
resultados em pacientes com diabetes, porém ¢ feito
implante do Orgio inteiro, cirurgia extensa que
aumenta a probabilidade de complica¢des cirtrgicas e
risco de rejeigdo. O transplante de ilhotas tem mostra-
do resultados favoraveis em pacientes com diabetes do
tipo 1, sendo interessante por se tratar de uma micro-

Secregdo de Insulina

Proteina
Cinase Ba
\

Figura 1. Secrecdo de insulina e sinalizacao da célula  pancreatica. A glicose é transportada para interior da célula por meio do transportador
de glicose GLUT2. A enzima glicocinase catalisa a transferéncia do fosfato do ATP para glicose, formando glicose-6-fosfato. O aumento dos niveis
citosolicos de ATP gerados pela glicélise e ciclo de Krebs promove o fechamento de canais de K+ sensiveis ao ATP levando a despolarizagao da
membrana plasmatica e promovendo a abertura de VOCs Ca2+ (canais operados por voltagem de Ca2+), permitindo o influxo de Ca2+ capaz de li-
berar mais Ca2+ do reticulo endoplasmatico liso. Os aumentos citosdlicos de Ca2+ levam a migragao e fusao das vesiculas secretoras de insulina,
que por exocitose liberam a insulina para a circulagdo. [Adaptado de Bell Gl & Polonsky KS, 2001 (8)].
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cirurgia (10). O cultivo de células pancredticas hu-
manas tem contribuido para esta drea de transplantes,
por ser uma das fontes alternativas de prolifera¢io de
pseudo-ilhotas % vitro, ja que sdo necessarios 2—4 pan-
creas por transplante. Por outro lado, o entendimento
dos mecanismos de resposta como os aumentos de
Ca2+ citosolico e produ¢io de insulina de células das
ilhotas pancreiticas cultivadas, sio ferramentas impor-
tantes para esclarecer o complexo mecanismo fun-
cional e aspectos morfologicos e proliferativos dessas
células secretoras de insulina.

O principal interesse deste trabalho foi obter
quantidade satisfatéria de células pancredticas humanas,
morfolégica e funcionalmente vidveis com suas carac-
teristicas fenotipicas mantidas, baseado na avaliacio da
morfologia das organelas ¢ do citoesqueleto, bem co-
mo a possibilidade de manuten¢io da capacidade res-
ponsiva 3 ACh decorrente da presenga de receptores
muscarinicos do tipo M3 em sua membrana plasmati-
ca. Para tal, avaliou-se o aspecto funcional através da
mobiliza¢do de Ca2+ citosdlico por a¢do da glicose e da
ACh nas células pancreaticas humanas, por meio de
medidas fluorimétricas desse fon.

METODOS

Cultura de células pancreaticas humanas
As células pancredticas humanas foram doadas pelo Labo-
ratério de Transplante de Pancreas da Universidade de Sio
Paulo (USP). Estas foram subcultivadas em placas Delta T
Dish 0,15 mm com meio de cultura CMRL (ICN Biologi-
cals) estéril contendo 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab
Mat. Cult. Cell Ltda.). Foram mantidas em atmosfera imida
contendo 5% de CO, ¢ 95% de O, a 37°C, cujo meio de cul-
tura foi renovado parcialmente a cada 2-3 dias, a fim de
preservar os fatores liberados pelas células durante o cultivo.
As células pancredticas humanas foram cultivadas até a 15?2
passagem.

Imunocitoquimica para andalise por
microscopia de fluorescéncia confocal

As células pancredticas foram fixadas em solu¢do de Tyrode
(NaCl 137,00 mM; KCl 2,70 mM; CaCl,.2H,0 1,36 mM,;
MgC126H20 0,50 mM, NaH2P04H20 0,36 mM,
NaHCO3; 11,90 mM; Glicose 5,50 mM) contendo formaldei-
do 0,4%. ApGs a fixagdo, as células foram lavadas em Tyrode
com glicina 1M e incubadas em solugio Tyrode contendo
albumina sérica bovina BSA 1% (Sigma do Brasil) e saponina
0,1% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Apds a fixagdo ¢ a per-
meabiliza¢do, as células pancredticas foram incubadas com o
corante Mitotracker Red (Molecular Probes Eugene, Oregon,
USA) em solu¢io de Tyrode com BSA 1% e saponina 0,1%
para marcagio das mitocondrias. Posteriormente, as células
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foram lavadas em solugdo de Tyrode com BSA 1% e saponina
0,1%. O mesmo procedimento foi utilizado para as marcacoes
do ntacleo com DAPI (Molecular Probes Eugene, Oregon,
USA) e dos receptores muscarinicos M3 com anticorpo mo-
noclonal primério e secundédrio IGg de coelho (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Califérnia, USA) conjugado com Alexa
Fluor 594 (Molecular Probes Eugene, Oregon, USA) e do
citoesqueleto, actina F, com Faloidina conjugada com Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes Eugene, Oregon, USA). Ap6s
as marcagoes, as células foram lavadas novamente e fez-se a
montagem das ldminas e a leitura por microscépio de fluo-
rescéncia Axiophot da Zeiss ¢ Confocal de varredura a laser,
Carl Zeiss modelo LSM 510 da UNIFESP-EPM objetiva 63x
1.4 (4gua). Sendo possivel a andlise com até trés lasers simul-
taneamente, sio eles: laser de Argdnio, 488 nm, Hélio/
Nebnio 543 nm e o Titanio/safira 750 nm. Foram também
utilizados os respectivos filtros de interferéncia para os fluoré-
foros utilizados, a fim de obterem-se os comprimentos de
onda de emissdo e as imagens na profundidade do plano focal.
Obteve-se imagens por combinagdo das fatias Opticas proje-
tadas dos eixos x—y, cuja varredura linear nas células deu-se a
cada 2 ms. A marcagao das células com sondas fluorescentes
foi feita de acordo com o método descrito por Bkaily e cols.,
2001 (11).

Medidas de Ca?+ citosélico

As células pancredticas cultivadas foram retiradas dos frascos de
cultura por a¢do da tripsina, como segue: o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas com PBS (NaCl 140,0
mM; NaH,PO,.H,0 2,6 mM; Na,HPO, 10 mM; EDTA
0,5 mM), o qual foi aspirado ¢ ao frasco foi adicionada tripsi-
na 0,2% para que as células se soltassem e fossem suspensas em
solu¢do de Tyrode. A suspensio de células obtida foi centrifu-
gada em 1500 rpm, re-suspensa em Tyrode e transferida para
cubeta de quartzo. Em seguida, foram acrescentados o 2 ptM
fura-2/AM (Molecular Probes Eugene, Oregon, USA) ¢ o
dcido pluronico 0,01%. Uma vez incorporado o fluorédforo,
através do deslocamento do pico midximo do espectro de exci-
tagdo entre 300 a 400 nm, por andlise no espectrofluorimetro
Perkin Elmer LS 5, o pico desloca de 390 nm para 350 nm
quando o fura-2 passa da forma de acetoximetiléster para a
forma 4dcida que se complexa com o Ca?+. As células foram
centrifugadas e re-suspensas novamente com Tyrode e trans-
feridas para o fluorimetro SPEX, a 37°C para a avaliagio dos
niveis de Ca2+* citosolico ([Ca2+].) em resposta a estimulag¢do
com glicose ¢ com ACh.

Andlise estatistica

Os niveis de [Ca?+]. foram representados como valores
médios ou como porcentagem de aumento relativo ao con-
trole. Os valores foram expressos como média + desvio-
padrio. A andlise estatistica dos resultados foi determinada
usando-se o teste de ANOVA seguido pelo teste de New-
man-Keuls para multiplas compara¢oes. Fixou-se em 5% (p<
0,05) o nivel de rejei¢io de nulidade, assinalando-se com um
asterisco os valores significantes.
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RESULTADOS

A andlise morfologica das células cultivadas das ilhotas
pancredticas (figura 2A) demonstrou um grande nd-
mero de mitocOndrias em torno do nucleo celular
observando nicleos integros de formato caracteristico
para essas células (figura 2B). A aglomera¢io de ntcleos
indica um maior estado de confluéncia das células, as
pseudo-ilhotas. A figura 2C mostra a distribui¢io e a
preservagio dos filamentos de actina que compdem o
citoesqueleto. A sobreposi¢io das imagens 2A, B, C
pode ser vista na figura 2D. As micrografias mostram a
arquitetura celular ¢ do citoesqueleto para a formagio
das pseudo-ilhotas pancreiticas e a disposi¢do de suas
organelas. A distribui¢io de receptores muscarinicos
tipo M3 pode ser observada na figura 3A.

A capacidade funcional das células pancredticas
humanas cultivadas depende da preservagio da
maquinaria de sinalizagio celular. Neste estudo,
administrou-se glicose em concentragdes consecuti-
vas de 5.5 mM, a partir do valor basal de 5.5 mM gli-
cose. Observou-se um aumento de Ca2+ citosélico
concentra¢do dependente (figura 4A), e se infere que
o aumento de [Ca2+]. ¢ necessdrio para a modulag¢io
¢ secre¢do de insulina. A figura 4B mostra que os
aumentos da [Ca2+]. foram concentrag¢io-depen-
dente promovidos pela estimula¢io da glicose, apre-
sentando respostas sustentadas. Entretanto, o perfil

Figura 2. Micrografias das células pancreéaticas humanas cultivadas
sob microscopia confocal. (A) Distribuicao de mitocondrias marcadas
com Mytotracker red. (B) Nucleos celulares marcados com DAPI, mar-
cador fluorescente de DNA. (C) Identificacao dos filamentos de actina
F, marcados com Faloidina conjugado com Alexa Fluor 488. (D)
Sobreposicao das imagens A, B e C mostrando pseudo-ilhotas e a co-
localizagdo dos componentes celulares. Flechas continuas mostram
os nucleos; flechas descontinuas mostram as mitocondrias.
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de resposta a ACh foi transiente, verificando-se uma
fase fisica (pico) e outra tonica, mantida acima dos
valores basais no registro temporal da variagio de
[Ca2+]. (figura 4A).

DISCUSSAO

As condi¢oes adequadas de cultivo das células das ilhotas
pancredticas humanas produzem células vidveis caracte-
rizadas pela morfologia das organelas das células pan-
credticas, como o nucleo e citoesqueleto. Apds o cultivo
das células pancredticas humanas, verificou-se a sua capa-
cidade funcional por meio de resposta a estimulos que
induzem a mobilizagio de Ca2+ necessirios a produgio e
secre¢do de insulina pelas células f do pancreas.

A anilise morfolégica das células cultivadas das
ilhotas pancredticas mostrou um grande namero de
mitocondrias em torno do nucleo celular, indicativo
de grande atividade celular. A aglomerag¢do de ntcleos,
corados com DAPI, indicou um estado de maior con-
fluéncia celular e verificou-se a formagdo das pseudo-
ilhotas.

Os filamentos de actina que participam da
arquitetura do citoesqueleto celular apresentaram suas
caracteristicas preservadas. Esses filamentos do
citoesqueleto representam um dos fatores que impli-
cam na regulagdo da atividade secretora nessas células

| |
20 pm

Figura 3. Micrografias das células pancreaticas humanas cultivadas
sob microscopia confocal. (A) Distribuicao de receptores muscarinicos
tipo M3 marcados com anti-M3 e secundario conjugando com Alexa
Fluor 594, que se distribuem na membrana plasmatica. (B) Nucleos
celulares corados com DAPI, marcador de DNA. (C) Distribuicao dos
filamentos de actina, corados com Faloidina conjugado com Alexa
Fluor 488. (D) Sobreposicado das imagens A, B e C. Flechas continuas
mostram os nucleos; flechas descontinuas mostram os receptores
muscarinicos do tipo M3.
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Figura 4. Efeito de curvas cumulativas de concentracao resposta para glicose (5,5-20 mM) e acetilcolina (ACh, 100 e 200 uM) na [Ca2+], em célu-
las pancreaticas humanas cultivadas. (A) Perfil de resposta das células pancreaticas carregadas com o fluoréforo de Ca2+ o fura-2, foram expostas
sucessivamente a 5,5-20 mM de glicose. Duas estimulagdes consecutivas com 100 e 200 uM ACh. (B) Histograma do aumento percentual de Ca2+

das células pancreaticas.

(12). Por isso, o citoesqueleto preservado é impor-
tante para a secre¢do de insulina dependente de Ca2+,
que ¢ acompanhado também de alteragdes morfoldgi-
cas na distribui¢do da actina F (13).

As alteracdes nas concentracoes de Ca2+
intracelular tém um papel central nos diversos proces-
sos celulares para a secre¢io de hormédnios e neuro-
transmissores, proliferagdo, crescimento e desenvolvi-
mento. Essas mudangas da concentragdo intracelular
de Ca2+ resultam da mobiliza¢io de seus estoques cito-
plasmaticos e do influxo de Ca2+ através de canais i6ni-
cos presentes na membrana plasmatica (14).

A secregdo de insulina dependente da glicose ¢é
modulada por virios hormoénios ¢ neurotransmis-
sores, dentre os quais a ACh tem um papel proemi-
nente. A ACh ¢ liberada pela inervagio parassimpdtica
intrapancredtica proveniente do nervo vago. Os efei-
tos da libera¢io da ACh para a secregdo de insulina
sio mediados pela ativagio de receptores de ACh
localizados nas células B pancredticas. Estudos tém
demonstrado a existéncia de cinco subtipos de recep-
tores muscarinicos (M1-M5), que sio expressos nas
ilhotas pancredticas/ células  ou células  derivadas
de linhagens celulares de tumor. Entretanto, o recep-
tor M3 parece ser predominantemente expresso nas
células B pancreaticas (15).

As culturas e linhagens de células  pancredticas
secretoras de insulina representam um avango promis-
sor para o tratamento do diabetes mellitus tipo 1.
Cada linhagem dessas células pode prover uma fonte
abundante e reproduzivel de células para o transplante
do pancreas. Essas células produzem e secretam insuli-
na comparivel aos niveis fisiolégicos das ilhotas pan-
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credticas normais. Em principio, a massa de células 3
pode ser mantida, prevenindo ou diminuindo a des-
trui¢io dessas por rea¢des auto-imunes, pela regene-
ragio de ilhotas, pelo transplante de ilhotas ou mesmo
pela combinagdo dessas técnicas. Num futuro proxi-
mo, o desenvolvimento da cultura de células {3, para o
transplante, poderd restaurar a fun¢iao enddcrina nor-
mal do pincreas em pacientes diabéticos (16).

O cultivo de células pancredticas humanas per-
mitiu a obten¢do de grande quantidade de células que
conservaram as caracteristicas morfoldgicas originais
com capacidade de proliferagio ¢ possivelmente pro-
ducdo de insulina. As regioes de maior densidade celu-
lar apresentaram caracteristicas semelhantes a arquite-
tura das ilhotas, as pseudo-ilhotas. Os filamentos de
actina que compdem o citoesqueleto ndo apresen-
taram ruptura ou formagdo de aglomerados. Na con-
fluéncia das células cultivadas em placa ou frascos de
cultura verificou-se que a morfologia das ilhotas apre-
sentava suas organelas e citoesqueleto preservados,
caracteristicos do tecido pancreatico humano normal.
Foi confirmada a expressio dos receptores muscarini-
cos do tipo M3, que é fundamental para o controle
pelo sistema nervoso autbnomo da secre¢io de insuli-
na por ac¢do da ACh (17).

Concluimos que as células pancredticas culti-
vadas até a 152 passagem ndo se distinguem morfo-
logicamente das células iniciais ¢ funcionalmente se
comportam como tais, pois mantém nas suas mem-
branas plasmaticas os receptores muscarinicos do tipo
M3 e sdo responsivas a glicose ¢ ACh, promovendo
um aumento de Ca2+ proporcional a concentragio de
glicose ou ACh.
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