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INTRDDUGCAD

A secrecio de insulina per ilhotas pancreaticas pode
ser redul ada par inlmeros fatores tais COmo.
horménioss (ons. aminodcidos» cofatores metabdlicos e varijos
Firmacos (Malaisse et aliis 19807 Malaisse et aliis 19817

Malaisse-Lagae e Malaisses 1282; Loeok e Jkeuchi> 198%;

Panten et mlii- 1989).

0 processo secretdrijo. induzido pela glicose efou
outros nubtrientes. de maneira geral apresenta como um dos
evehtos inicials a reducdo da condutdncia a0 K+, con
consequente acdmuln deste catiom nas células B pancreaticas.
Esse acUmulp de cargas positivas leva & despolarizagdo da
menbrans. ativagho de rcanais de Ca?+ sensiveis & voltagem e

Finalmente atjvacio do sistema secretor (Sehlim. e Taljedal,

1975; Boschero et alii- 1977; Henquins 1%78).

Com o aprimoramento das técnicas de registro e en

eeoprial com o surgimento do "Patch-~Clamp® (Hamil et alii,

1981). foi possivel a discrimninagdo de tres classes de

camaia de K+ nas células Bx assim denominadosi canal de K+

dependente dé Ca2+ e nao seletivos canal de K+ dependents

de Ca2+ o seletivo- ® © canal de K+ modulado pelo ATP

{Colguhoun et alii- 1981; Cook et &lii. 19847 Findlay et

alii- 1985: Keizer @ Magnus. 198%).



CANAL DE K+ ATIVADC PELD Ca2+ NAD HELETIVO

Gua verificacio fai primeiramente relatada pnas
estudos de células cardiacas de rato sob cultura (Calauhoun
et alii-1981) a posteriormente tem sido constatado enm
diversas estruturas como neuroblastomas (Yellen, 1982).
células aclnares pancredticas (Petersen, g faruyama, 17840
glindulas salivares {(Maruyama et alii. 1983, e glandulas
lacrimais (Mfarty et alii- 1%84).

A caracteristica warcante deste canal 2 que a sua
conduntincia apresenta-se independente do potencial de
nembrana, nao discriminands entre os fons Na+ e K+ (HRaruyama
et alii- 1982). Nas células B pancredticas. sua presenca fori
caracterizado por Marty e Neher (1982) o5 quais propuseras
que o Cal+:; necessario para ativacio desses canals, pProvem
preferencialmente de campartimeﬂtué intracelulares. Contudo
a redugino de concentragio do CaZ+ extracelular: pela
quelagao con EGTA indguziu desaparecimento dessa
conduntancia ao K+. A mesma reapareceu Com a reintroducao do

Cu?+ no meio (Petersen e Maruyamas 1984).

CaNAL DE K+ ATIVADD PELD Caz+ (BELETIVO)

Marty (1981}, relatou a axisténcia desta classe de



canais de K+ ew células cromafins da adrenal. A partir dests
caomprovacio tes sido relatado sua existéncia em diversas
estruturas como. misculo (Barret et alii. 1932)- epitélio
(Marudana et alii- 1983). tecido exdcrino (Naruyama, 1783):
rine {Hunter et alii: 1984) células intestinais (Morris et
alii» 1984). hiptfise (Wong. et alii- 1982) e ilhotas
pahcredticas (Cook. 19843 Findlay. 19832.

Esses canais 540 de alta condutancias
aproXinadamente de 250 pS, estando sob controle das
slteracies do potencial de membrana, Nesse sentide a
probabilidade de abertura & maior com a célula despolarizada
mesmo na auséncia de Lal+ intracelular (Pgtersen. faruyama,
1984). Bua sehsibilidéde a concentracao de Ca2+ intracelular
& variidvel de acordo com o te;idu gstudado. Nas células B
pancresaticas a sensibilidade desses canais apresenta-se
intermediaria sendo maior que no tecide acinar e menor que
no tecido muscular (lLatorre e Miller. 19837 Petersen e
Narugama; i784: PFetersen et alii~ L1985).

A condutincia deste canal de K+ indica também ser
conterolada Eelc pH. Assims & mesma pode ser rpduzida pela
aridose es aumentada pels alcalose (Cook et alii. 1984). 0
canal de K+ dependente de CaZ2+ também pode apresentar
alteragies induzidas por fidrmacos. Dentre estes a TEA
wostrou ser altamente especifica e. bloqueadora efetiva do
canal de K+ quando aplicado na face externo da membrana em

baixas concentragies (< Safl) (Findlay et alii- 1985

Iwatsuki- Petersen. 1985).



CANAL DE K+ mopuLaDO PELD ATP

Ew 1983, Nomar estudanda rélylas cardiacas descreveu
uma Tlasse e canals de K+ apdulavel Jde maneitra
dose~dependente pelag ATP. Ppsteriormente este canal de K+

fni registrado en diferentes estruturass tais comos fibras

wusculares (Spruce et alii- 1985); células B pancreaticas e
linhagens de células secretoras de insulina (Cook e Hales:
19043 ashcroft et aliis 19847 Pigler et alii- 1%286F Rorsman
e Trube. 17857 Aschroft: 1988).

Nas células B, esta classe de ranal apresenta-se en
maior nOmers gque os cahais de K+ gensiveis ao Bal2+. com uma
conduntincia unitérl# de 20 p5 (Pptersen e Findlay. 1%87).

Uma vez que a concentragio citoplasmatica de ATP has células

B aumenta na pPresenga de glicose. ( aschroft et alii- 19841},
e conslderande-se- &inda. due & atividade deste canal esta
assoclada com o metabolismo do raferido secretagogo.
sugerg-~se fortemente aque ezte canal possa ter a funeaco de

censgr mehabdlico para a liberasio de insulina {Rinzel et

alits 1987).

Com a aplicagéao de concentracies fisiologicas de

abDP  ew crélulas betas diversos grupos constataram o

restabelecinento da atividade do canal (Kakei et alii- 17867

Durine e Petersen: 19843 Ribalet e Ciani» 19873F Dumne et

alii» 1988) sugerindo que a rwplacgio ATP/ADP exerce Lma  &agaD.,

‘moduladora -da atividade do meswno {Misler et aliis 184}



Keizeri 1988: Dunne ot alii- 1988). Tanbém comn um regulador
dJesse canal tes sicdo swygemido a participagédno da adenosina.,
GTP, proteina quinase C. bem como dos hucleotideos de

‘piriding. o que pos leva a dedurit que & regulacdo dessa.

permneabilidade & mnultifatorial envolvendo varios componentes

cTtoplasmaticos {(Phno-Shasakui Zunklerd Trubes 19877 Misler.
S. et alii~- 19847 Kakei- et alii. 192847 Dunne e Peterseng
19860 .

Na célula B> a glicdlise 2 & fosforilagio oxidativa
estip envolvidos na producko de ATP (Malalsse et alii-
19833, A partir de tal constatagao sugeriu-se que
provalvemente & modulagio da atividade do canal & dependente
da producan de ATP pelas mitocondria. Para tal comprovagio

usou-se desacopladores de fosforilacdo oxidativa ( FOCP-CCCFP

}. demonstrando-se que tals agentess, diminuindo a relagido

ATP/ADP citosédlica estimularam o canal de K+ modulade pelo

ATP (misler et alii- 19286).

BULFONILURELIAS
Pacientes diazbéticos nan dependentes de insulina
utilizanm sulfonilurédias como agentes hipoglicemiantes

{Loubatiéres. 1942). B estudo do smecaniswo de agio dJde tais

FAPrnaCODSa Lem despertado interesse e i diversas

pesqdisadores.



Boschero ¢ Malaisse (1979): analisando o efluxo do
84RE (radinisdtopo tracador do K+) de ilhotas isoladas e»
perfundidas na auséncia de glicese. demonstraram que a
tolbutamida provocou uwma rpapida e reversivel diminuigao no
efluxo do radioisdtapo.

Coincidentesrenta. tais agentes mimetlizam a acao da
glicose que também interfere na condutincia dos canais de K+
presentes na sembrana das células B. Sua capaCidade
insulinotropica tem sido awplamente relatada na literatura
(Helman &t alii 1984, Malaisse et alii. 1%83).

Os estudos relativos ao sitio de  agéo das
sulfoniluréias tem revelado que tais farmacos hloqueian
sspecificamente 0% canais de K+ mpdulados pelo ATP (Trube et
alii» 1984; GSturgess et aliia 19855 Trube et alii » 1986)-
nio afetando todavia os canais de K+ dependentes de Cal+
(Cook et alii» 1984; Sturgess et alii.. 1986).

Estudos de "Patch-Clawp" - demopstraram gue a
tolbutamida exerce efeito bloqueador ido canal de K+ em ambas
ag faces da membrana- porém o sitio de agio mais efetivo
localiza-se na face interna da mesma (Sturgess et alii-
1985; Ashford et alii. 1986F Trube et alii: 1984).

Umwx analise mals aprimorada tem revelado a
existéncia de uma hierarquia entre as sulfoniluréias sendo o
mais potente blosueador a glibenclamida: a qual exerce um
efeito cem vezes maior que a tolbutamida (Zunkler et alii:
1983). Como esperados constatou-se também aque & agdo

imsul inotripica de tais agentes desaparete na ausencia de



Ca2+ extracelular (Drazmin, B. et alii: 1987).

peleers o cols: 1984 demonstraranm gue as
sulfoniluyréias causam a redugio do pH citosélico. efeito
oposto ao da glicose. Recentes pstudns constataram a ag&o
das sulfonilurdias. também. sobre 0s Canais de K+ modulaveis
palo ATP presentes no tecido cardiaco (Bee e Mislers. 1787;

Belles et aliis 1987).

Por outiro lados algumas sulfuniluréias como a
diazorida atuam nas células B pancreatica como inibidoras da
secregao de Insulins. A diazoxida a evemplo da tolbutawmidas
Lambém atua comn modulador da atividade do canal de K+
modulade pelo ATF, porga ao contrario da tolbutamida praomove
a abertura do mesmo (Trube. 19847 Zunkler et alii» 1988).
Consequentenente a diazoxida diminue a concentragéo
citosélica de Ca2+ nas células B guando estas sio expostas

a glicose (Arkhamnar et alii- 1982),

BARBITURICOS

Surgido na Hlemanha en 1703, sendo sintetizado por
Fisher @ Von Merings o barbital fol o primeiro barbitdrico
wsado na clinica cono anestesico.

Ds barbitiricos sdo urdias ciclicas, com a estrutura
bisica do acido barbitdrico. Da combinagéc dcido malonico

com a tlourdiar resulta  una sBérie de compostos chamados



tighbarbitdricos. Bs quais diferem dos demaisa por
apresentarem un Atomo de enxeofre subétituinda B oxigEpio na
posigio c2. D derlivados da ureélas se denominan
gxibarbituricos existindo una interrrelagido entre a
estrutura 4quimica @ a atividade farmacoldégica. podendo-se
considerar que a substituigdoc do HY pelp carbonn assuUmMe
atividade hipnitica e de acordo com o3 radicais as
propriedades das drogas variam. A substituigdo de 02 pelo
enxofre. confere ao ticbarbiturato una sgdo ultra-curtas
grande capacidade de deposigdo no tecido adiposn. alén de
altn rusto energético pela metabolizacio hepatica. Como

oxenplo desta classe temos O tiopental (Zanini @ Dgas. 1985,

Os harbitiricos G40 depressores gerals B
inespecificos do slastems nervosaa sendo v S.N.C.
particularmente sensivel aos MesMoss &5 regibes que

spresentam a malor sensibilidade sdo o cdrtex. substancia

reticular. bulbo. centro respiratério. atwando de manairas

jmportante ‘também nas sinapses nervosas @ neuroefetorass

tanto centrais como periféricas {Corbett. C.E.- 19872.

Estudos eletrofisioldgicos demonstraram que 0s

barbitiricos apresentam agbes como:

4) aumentam o periode refratario da célula e o

liniatr de excitabilidade das membranas pré g pis simapticas.

by Deprimesm oS neurinios ¢ sinapses da formacdo

reticular ascendente do tronco cerebral.

c) Apresentam agao anticonvulsivas causandop aumento

do limiar da resposta i pstimulacio em algumas zonas do



S.N.Bus reaultando eq depresséc da intens idade dag
phs~descargas reverberantes (Goodman e Gilman. 1%75).

Diversos pesguisadores demonstraram que no axinio
gigante da lula- 0s barbitdricos exprcem uma agion
bloqueadors na condutincia ap K+ (Blaustein. 19687 Schwartz.
1%79). Atraveés desta agdo blogueadora fol possivel explicar
os efeitos excitatérios provocados por tais anestésices no
sistema nervoso.

Sevcik (1980). demonstrou aque o tiopental tem alta
afinidade pelos canais de K+ presentes na membrana de
axbnios gigantes de lwla, estando a wmembrana ew repouso ou
dasﬁu]arizada. Tal barbiturato provoca uma redugdo na
condutincia ao K+, sendo que. as despolarjzagies observadas
sin rdose~dependentes. 0 wesmo autor denonstrou que o
tigpental exerce seu efeitn sobre a permeabilidade ao K+
nio dependente de voltagen.

arhen & Kristbiarnarson (1981}, estudando o efeito
do tiopental sobre a peraeabilidade ap K+ em FTibras
wielinizadas de sapo confirmaram 0% resultados anteriores
apresentados por Sevcik (1980}).

Ho @ Harris (1981),. sugeriram uma possivel acéo dos
barbityricos sobre o fluxe de Ca2+ no terminal preé-sinaptico
nervoso: interferindo no processo secretirio de
neurotransmissores. Tal mecanismo de agdo foi constatada em
sinaptossomas cerebrals e ginglios autongmos (Blaustein.
19763 Friedman, eﬁ aliis 1979%9).

Rocentementes Dias (1984), estudande o efluxo do
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846Rh de ilhotas pancreaticas isoladas de rato demonstrou que
o tiopental preduziu significativamente o efluxo do 26Rb o
resultando no aumento Jda secrecdo de insulina induzida por
.0mH .de glicose. Ainda demonstrou gue tal efeito é

ravertido com a retirada de barbiturico do meio de perfusio.

g nfeito do tiopental sobre o efluxo do L46Rb mostrou sepr
aditivo em relacio ao efelte da glicese uma vez Qque éen
presenga de 16.7 mH de glicose a reducido do efluxo do
referido isttopo induzido peloe tiapental fol MeEnae

(Boschero. et alii. 1%85).

Tendo e# vista os resultados atcima apresentados.

conclui~se que o tiopental atua nos jonéforas do K+

presentes na weabrana das células B, provavelmentie nusa
permeabilidade ao K+, ndo sensivel a voltagenm {Langones

1984 .

OBJETIVES

0 presente trabalho considera que as células B



i1

possuem tres permeabilidades distintas ao K+ na sua wmembrana

plaswdtica. Duas dessas permeabilidades sd0 especificas a
gsaber! uma regulidvel pela relagao ATP/ADE e outra pela
concentraclo do Ca2+ intracelular e/ou potencial de

menbrana. Eonsiderando—se qu# o tiopental redus a
pormeabilidade a0 K+ em varinos tecidos e ew especial nas
ithotas de Langerhans. NOosE0 objetivo foi o de discriminar

saobre gqual destas permeabiljdades o referide anestésico

atua.



MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS DE EXPERINENTACAD

Foram wtilizados ratos albinos Wistar. de ambos os
sexns, de 3 A & meses de idade. pesando entre 130 e 300
gramas 05 4uais eram procedentes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Campimnas. O3 animais forams mantidos
em ciclo fotoperiddico de 12 horas de claro e 12 horas de
@ECUros sendo alimeniados com Pagian balanceada
{Labina/Fabric., Purina). pripria parz roedores e adgua "ad

libitum",

ISOLAMENTO DAS ILHOTAS

Yytilizou~-se a técnicg da colagenass, descrita por
Moskalewshki (1965 modificada por Lacw & Kostlanmovsky
(1947, e adaptada posteriormente por Boschero: Delattre e
Santos (1980).

s animats foram gacrificados por coNCUSSER

rerebrals decapitados 2 lzparatomizados para localizagae do
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dueto biliar comum. Este dugto fei ocluido na extremidade
distal, préxing zo dubdeno e canulado na porgdEn  préxima an
hilo hepatico. Uma cinula de polietilenc de didmetro 0.945
wd  (pe®0), Ffoi introduzida np  ducto através do  qual
injetou-se de 10 a 20 ®l1 de solugao de Hanks eﬁriquecida COM
glicose: que flyinrdo retrogradasente através dJos  ductos
pancreidticos. provocow & divuwlsédo do tecido aciroso. 0O
pincreas fol retirado e procedeu~-se a sxtragido dos medulos
iinfaticos e da gordura. Concluida & iimpeza do tecidp
pancreatico. este fgi transferide para um becker de 20 wl
senda redurido a fagmentos de aproximadamente 0.3 mm com o
guxilio de uma tesoura.

s fFfragkentos de 4 pancreas foram acondicionades e
tuhos de ensaio (12 » 1.5 cm). contendo de 12 a 14 mg de
rolagenase, sendoc a seguir ipcubados ew  banho maria & 37
2  durante 12 minutos. de forsax que nos 10 minutos inicials
p conteudos  fol agitado intensamente por borbulbhamentio com
Carboginie ($5% D2 e 5% CD2): seguido de agitagdo manual nos
2 minutos restantes.

Tersinada a digestic o material foi lavads quatro
veres com solucio de Hanks. Essas lavagens sucessivas
seryviram para diluir a splugdo enzimdtica paralizando dessa
Forma & digestiod com decantacies entre uma lavagem e ouwhkra
foi possivel eliminar grande parie do tecido exdécring
facilitandg & coleta das ilhotas.

3 produte Final fgli transferido para placas de

Patris- @ as ilhotas coletadas sobh lupa. com 0 auxilio de uma



14

pipeta Pasteur. siliconizada g previamente gstirada em bico

de Runsaen.

MARCACAD DAS ILHOTAS ©DE LANGERHANS COM  26Rb

Grupps de &8¢ a 150 ilhotas foram coletadas e
distribuidas em 2 tubsos de ensaio 5 x 1 cm. 0 soebrenadante
foi descartadn e adicionado 90 M1 de solucao de Hanks mais
10 pl de uma solycdo de &6Rb em cada tubo.

 Apbs & adicio de radicisdtopos os tubos foram
colocados dentro de camaras de vidro g incubados Jduranie %9
minutos & 37 O0- sendo o pH (7.4). equilibrado durante os 10
pinutos jniciais com carbogénio.

Asés & incubagdo. as jlhotas foram devidamente
tavadas 3 vezes com solugdo de Hanks nao radicativas, e
transferidas gpars uma cEmara de perfusio (0.3 wl). @& qual
ara forrada com um filtro de acetato de celulose com POros
de didmetro na ordem de & Mm.

a4 partir do momento em gue as (lhotas ji esstavam nas
cimaras. sstas foram conectadas a dois recipientes contends
as golugies nutritivass mantidas a 37 " e gob gaseamento
continue de carbogénic para manutencdo de pH  ew Y
dando-sp inicic a perfusac.

[ meio percorreu o Sistema na razZdo de 0.8 ml/ mina

impelido por bomba peristaltica {(Helter pump & - 200



et
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Extracorporeal Hed.Spec.Imec.. King Prussia. P

TEMPD DE PFPERFUSAD

0 tempo de perfusio totalizou 80 min. sendo qua o8
primeires 20 minutos: serviram como periode de adaptagdo das
ilhotas an sistema perfusor. A solucao nutritiva perfusora
foi dremada do 18 reservatirio do inicio da perfusko atéd o
408 minubto: dp segundo reservatorin. do 408 ao 408 minuto: e
movaments do primeiro recipiente de 402 ag 808 minuto.
quandp esAcerrou-se g perfusao.

5 rcopleta das amostras teve jnicio no 208 minutos. em
intervalos regulares de dois minutos e & radicatividade de
rada frascop fai  avaliada em contador de radiagao betsa
Becikman usando-se para is8s0 0 efeito Cerenkov.

s resuliacdos dos experimenios sEPrag expressos ph

tormes da taxa fracional de efiuxo do 84Rb (X/min)

RADIOISOTOPOE E REAGENTES

Todos o5 sals wtilizados: bem como a glicose @2
demaies substincias adicionadas ao weio de isolamento p/ou
incubagaos pousuiam gray analitico de pureza (FLALYS

albuming bovima frazcdo V. colagenase. dimetilgulfprida;



diazorids. tetraetilambnrias. tolbutamida, E.G.T.A.. foran
abtidos da Sigma Chemical Co.. S5t. Louis. M.D. Tiopeatal fol
gentilnente cedido por Dr. Ronalde Tizziani. CRAV-4-2492 0
94Rbh & o5 frascos para contagem de radiagho wtilizados foraw
dx MNew England Nuclear. Corp. (Boston, Mod. Filtro de

aretatns de celulgse foi da Millipere Corp. (Boadford., Mass.l).

SOLUCOES

8OLUGCAD DE HANKS

ytilizanos para ] isalamento das ilhotas de
Langerhans & solugdo salina descrita por HBNKS & WaALLACE

(1949},

FORMULASZ

NECT aneacennsnnennonenns 5.0000
KET  wevnevncsnnnensnnnes 0.4008
Call2 .2H20 weenssanesses 0.1859
HgSh4 .7 H2O wuveveannvan 0.2009
NEZHPOZ,2H20 cennvnannnns 0.0609
KHOPOG vevesrnonnoanensen 0.060g
NAHEOS +evnensonnensnccs- 0.3508

H20) deioniz2ada sewsaneenas 1000 ml
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Adicionamos 0.5 g/1 de glicose mowmentos antes do uso.

S0LUCAD DE KREBS

gplucéns I ) NaCl (0. 460 B) coenrnnenes 13.44308

Solugdp IT) Na HCD3{0.0%868 M) soww-nwnean 4,03259

KL (0,020 M) .ueavuanens Ou7435639

MgCid &H20 (0.004 M) ,owwues 0.40467g

gpleio EII)  CaCl2 2820 (0.004 A} .avwn-w 0.294059

A confecgio da solugdo final obedere & COmpPOSIigAD &
seguiri

1 voi.snl. I

1 vole.sol. I1I

i vol.sol. III

1 vel.H20
TRATAMENTO ESTATISTICO
A4 varijiagao do eflusd de &R Foi avaliada
ralrulagndo~se para cada puperimenio a diferanga eritre
valores registrados apas A alteracan da condigéoe

experimental (minuto 40). e of valpree psperades: ctalgulados
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pela extrapolacgén da curva exponencial. dos valores obhtidos
antes do procedimento experimental (minutos 220 e 402). como
descrito por Boschero e Malaisse. (1979). Tabelas sobre
estes valores sap dadas np ap8ndice.

A significancia estatistica foi avaliada pela
aplicacaon de teste "i© d&  Student admitindo-se Cowmo
significativos os valores de P « 3SX. Us resultados EQran
expressos comno médias e seus respectivos erros padries.

Alguns expegrinentos- nos GUATS as cehdigies
pxperimentais néo foram alteradas desde o 12 a0 ultimo
miruste da perfusio. foram executados para controle. Nesse
caso. @ eBfludo permangceu constante - os calculos
evecutados para 0% #minutes indicados nas tabelas (vide
apBndice). mnio foram estatisticamente diferentes dagueles
obtidos pela extrapelagio como expiicado acimpa. Por isan

sstes axperimentos controles foras omitidos dos resulitados.
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RESULTADOS

EFEITO DA BLICOSE E DO TIOPENTAL BOBRE 0 EFLUXD DO

S&RY » EM PRESENCA DE TOLBUTARIDA

g figura 1A e & tabela 1 nostras o efeito da
glicose {(2.& aM) socbre o efluxeo do B4RE dg ilbhotas
perfundidas pna presenca de 20 pg/ml de tolbutamida. A media
do efluxes medidi nos 10 minutos gue precederam a imtrodugio
dan glicose no meios foi de 2.2 +/- 0.06% min. A glicose Z.48
wM: presente durante o periodo de 408 a 408 ain: redugiu
significativamente p efluxo do 34Rb  para 1.6 +/- G.O%E) win
(valor médio para o0 minutos 500 & 408). Este efeito da
ylicose sobre o efluxo 4o B5RE fmi reversivel poiss Com &
sux retirada do meio perfuser no 4082 min. 0S valores o
eflyxo voltaram a niveis semelhantes & primeira fase.

A Figura 1B ilustra o efeito do tiopental (2 aff?
sobre o efluxs dn  B4R5 em pressnca de 20 ug/mil  de
toplbutasids ¢ 2.8 mM de glicose. Nota-se Gque- aphs A

introducdo do tiopeptal no meiv. 10 intervalg de tempo de 40
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a 40 min.o efluxg foi reduzido de 1.8 +/- 0.07% min (minutos
30 a 403 para 1.2 +/- 0.05%Z wmin (minutos 50 a 40). sendo
este efeito rapidamente revertido apiés a retirada da droga
do  mein perfusor. Demonstrou-se dque a capatcivdade do
tippental em reduzir o efluxe do S4HD:. mesMmO na pPresenca dg
glicose e tolbutamida. foi fortemente evidenciada aplis &
retirada da drogs do wmeio (min 400 apresentandoc maior
cignificincia a partir do 448 minute de perfusio. Nesta
condigip o efluxo passou de 1.2 +/- 0.03% min parx 1.9 +/-

0.08% min (tabela 2).

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES ©DE TULBUTAMIDA E
TIOPENTAL SOBRE 0O EFLUXO DO B4RB. NA AUSENCIA DE

GLICOSE

A figura 2A €& a tabela 3 mostram o efeito  d0
barbiturztn tiopental (0.2 wM) sobre o efluxo do 26Rb de
ilhotas perfundidas na presenca de 20 pg/mi de totbhutamida.
Nota-se gue hos 10 wminutos prévios & introdugédo o
anBEstEsico no mwEio. a média do efluxo fol de 1.9 +/- 0.054
win. Na presenca dpo barbiturato (minutos 408 a 4087 foi
verificadaredugio signifjcativa a partir do 3J22 win  da
parfusior quandp o efluso atingiu em wmédia 1.3 +/~ 0.0F% min
(min 508 @ &08) da perfusdo (tabela 3). Apdés a peltirada do

tiopental do meio (min 402) o efluvo voliouw rapidamente a



niveis semelhantes a primeira fase,.

guande a concentraglo do timpental fol elevada de
0.2mM para 2mM (Figura 2B e tabela 4} o efluxo do 86RL foi
raduzido significativasente de 1.8 +/- 0.03% wmin para 0.%
+/~ 003X min.,

Pom @ elevapho da& concentragao da tolbutamida para
100 vaiml (figura 2C e tabela 5): 0o tiopental {2wM)  ainda
nestrou-se sfetivo em reduzir o efluxo do 86Rp. Contude. seu
efeito fol semelhante aquele obtido com 8.2 mM: em presenga

de 20 wo/ml de tolbutamida (figura 2A).

EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE DIAZOXIDA E

TIOPENTAL GOBRE 0O EFLUXD DO 86RB

Na Figura 3A observamos que & introdugie do
tiopental (0.2 mi, friangulps), no meio perfusor gontendo 29

induziu ums drastica redugdo no efluxo do

o

dgasml de diazgoxid
B4Ry cde  3.0% +/- 0.09% min na primeira fase para 1.7 +/-
0.0%% min na fase intermediaria. 0 efeito do anestésico foi
significativaments maior gquando sux concentratdo foi elevada
para 2mM (circulps) (tabelas & e 7). Negta condicao o efluXo
dn S&RY raiw de 3.1 #/~ 0.02% min para 1.1 +/7~9.02% mn. 4
agio imibitéria do tiopental sobre o efluxe Jdo L&Rb Foi
atenuads guando o concentragén da diazoxids foi glevada para

100 pasm] (Figura 3JIB e tabela &1. Canfirmando padrio de
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resposta obtidos mos edperimentos anteriares. o efeito do

tiopentsl manifesta-s& rapidamnente, sendo imediatamente

revartido com &4 sua retirada do meio.

EFEITO Da TEOFILINA E  TIOPENTAL SOBRE 0 EFLUXB DO

S4RB NA PRESENCA DE GLICOSE

Na fiogura 4A. demonstramos que a introdugdo de 10 n
de tenfilinx ao meio perfusor, contendo &.3 mf de glicose-
induziu um aumenton significativo no #fluxo do 86Rb de Riveis
1.0 4/~ 0.024 min na fase imicial de perfusio para L.5 +7=
§.02% min durante ns %18 4 443 pinutos da perfusas (tabela
9)., & adicio de 2mM de Liopemtzl associado a teofilina 10mA
(figura 4B) atenuou, poréms nac inibiuy completanente o
aumente da efluxo de 84Hb  induzido pela tecfilina: sendn

verificada LA signiticincia estatistica ne intervale

reforente ao 3%3.35 & 34.5 minutos (tabela 10).

EFEITO Do TIOPENTAL 50BRE g EFLUXD DO_86&Rh NA

PRESENCA DE TEA

Ma figura & e tabela 12 cbservamos que & introgdurao



ds 2 af de tiopental {minuto 407 no meio perfusor contende
2omM  de TEA (substincia gque blogueia a PK (Cali e VUnm
dependentesl)s indugiud  uma redugio Fapida @ altamente
significativa noc efluxoc oo $6Rb. Egte passou de J.1 +/-~
0.08% mim ma fase ipicial da perfusio. para l.4 +/- 0.1%

win na pPresenga dn  anesiésico. A reversibilidade o
tiopental ficou evidente quande da andlise da retirada da
drogs do meio (min 60}, nesta fase o efluxo volitou &
aumentar gradativamente &até atingir valores semeihantes a

1d fase.

EFEITD Bo TIOPENTAL S0BRE 0 EFLUX0 DO 8&6Rb- NA

PRESENGA DE  K+50 afi.

& figura 5 demonstra que o barbiturato tiopental
(2wM) +o0i capaz de reduzir o eafluxo do S&Rb de ithontas

despolarizadas por 50 mft  de K+, Nota-se que nos 10 gimwtos

préevios & introducio do anestésico ne meio. A& média do
pfluxe foi de 2.3 +#/- 0.11% min: sends que na presenga o
barhiturato o efluxo fai reduzido para 1.4 +/- Q.1% min. A

coMparagide entre os valores phservados cam DE  valores
psperados. indicou diferéncas significativas a partir do 442
minute da perfusio como demonstra a tabela 11. Cam =&
retirada da droga no @minuto &0: o efluxo voliow a ausmentar

assumindo valapres medios de 2.4 +/- 0.03% win e, cowm istos
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restabelecendn valores similares & sitdagao antariar &

presencga do barbiturico.

EFEITD Do TIOPENTAL SOBRE 0 EFLUXD DD 84Rb - DE

ILHOTAS PERFUNDIDAS NA PRESENEA DE TOLBEUTAMIDA E
TEAs E NA AUSBENCIA DE CALEIOD E GLICOSE

Nag figura 7 & tabela 13 podemos observar que nx
ausEncia sxtraceiular de Cal2+ @ glicese e na presence e 20
w  de TEA mais 20 ugsml do tolbutamida. o tiopental Zmh
reduziu drasticamente o efluxe do  86Rb. sendo  que este
afluno passow de 2.5 +/- 0.03% win para 0.7 +/~ G.034 min

{tabela 13).

EFLUXD DO 84Rb DE ILHOTAS ISOLADAS E :PERFUNDIDAS NA .

PRESENGCA DE TEA» DIAZOXIDA- TIOPENTAL: EFEITO DA

RETIRADA DO ANESTESICD

A figura 8p  ilustra o efluxe do  E4RH  de ilhotas
perfundidas na ausdpcia de CalZ+ e glicose g ha presenca dg
90 wh de TEA-. mais 2ZmM de tiopental g 20 u8/ml de «lazoxida.

Durante & primeira fase o efluxe Ffoi de 1.7 +/- O.08Z ming



contudo com a retirads do tiopental do meio perfusor {(min 40
a 60), potamos um pepenting e drédstico aumento do efluxo 4o
S4Rbh- 0 qual atingiu 4.9 +/- 0.5%2 min entre o intervaio e
500 ao £08 min do perjodo de perfysdo. 0 efluxo do 24Rb
retornoua valores spmelhantes agueles registrados na
primeira fase com a peintrodugho do ticpental no mein. O
zlto gray de significincia entre as diferengas esti
demonstrado na tabela 14.

4 figura 8B ilustra p efludo do &&Rhy de ilhotas
perfundidas na ausBncia extracelular de La2+ e glicose parem
na presenca de 20 aft de TEA o 2 mh de fiopental. O efluxo do
B4Rb. 0 qual apresentou valores em torno de 0.9 +/- &.05%
min entes minuto 30 e 40, nic fol afetado pela introduvds no

meio perfuscor de 20 Pg/mi de diagoxida (0.8 +/- O0.0I7% mime

mins 50 & &0). A retirada do diazzexida do meio fmimuto &9
também nio alterow 0o efluxo do S6Rb> como comprovadn ma

tabela 153.



FIGURAR 1

Efeito da glicose (G) 2.8 mM (R), e do tiopental
(TIOY 2 mM {(B), sobre o efluxe do 8BRb de ilhotas
perfundidas na presenga de talbutamida 20 pg/mlL.

A glicose assim como o tiopental estiveram presentes
ne intervala compreendido entre o 400 e 600 miputa da
perfusdo, & os pontos indicam as médias (+/- erro padrdol,

sendo N = 4 para cada condigio experimental.
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FIGURA II

Efpita do tiopental 0.2 mM (A) & Z mM (B,[), sohre o
ef luxa de B8BRh de ilhotas perfundidas n&# presengs de
tatbutamida 20 pg/ml (RA,B) e 700 pg/mlL (C), e na auséncia de
glicose. Tolbutamida esteve presente tadn A pericdo de
perfusin, sendo 8 barbiturato acrescida a mesma entre o 400

e 508 minutao.

fada ponta corresponde aos valores médies com os
respectivas erro padrdao, sendao N = 4 para cadas condigdo

evparimental.
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FIBURA [III
Efeite do tiopental 0.2 mA (trifingulos). e 2 al
(circulos). sobre o efluvo do 86Rb de ilhotag perfundidas na
ausSncia de glicose e na presencs de diazoxidae 20 Pg/ml (A)
e 100 pgfml (B)., As linhasg tracejadas delimitan intervalo de
tempo que o tiopental esteve presente na perfusao. s
gimbolos ropresentam as medias (+/- erro padrédol. sendo N =

4 para cada condicho experimentsal.
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FIGURA IV

Ffeito da teofilina 10 mM (A) e da teofilina 10 mi
tiopental 2 wM (B sobre o efluxo do E4Rb de ilhotas
perfundidas durante o intervalo de 70 min.

(15 experimnentos forars execulados na Presenga de 8.3
ah  de glicose, ieofjilina somanie (A) e teofilina mals
tiopental éBJ foram adiciomades &0 meio no 312 minuto da

perfysio. Os simbolog indicam as weédias {(+/~ srrop padran da

média). sendo N = 4 tanto para a tondigdo (#) come para (Bi.
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FIGURA V

Efeito do tigpental 2 af sobre o efluxo do S4Rb de

ilhotas perfundidas pa presenca dJde K+50 wml, as linhas

tracejadas dJelimitam o pericdo de tempo que o barbiturato

psteve presente ma perfusido (400 e 08 minutal.

s pontos representam as Mmédias (+/- erro padriaa)

sendo N = 4,
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FIGURA Vi

Efeito do tiopental 2mM sobre o efluxe do 84Rb de
ithotas perfundidas pa presenga de TEA 20 mM e na aUSBENCI &

. de glicose,

0 barbitgrico egteve pressentes npo intervalo 400 a0

408 minuto da perfusio e os pontos representam &s medias

{(+/~ prro padridno sende N = 6).
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FIGURA VII

Efeitn do tiopental 2 wM sobre o efluxe de  84Rb de
ithotas perfundidas cos meic contendo 20 wM  de TER.
tolbutamida 20 pao/nl e na auséncia de glicose. 0 meic
perfusor foil deprivado do Cal+ o acrescido de 0.5 mfl de

EGTA.

0 anestaésico foi adicignado ap meic entre o 400 @

402 minuto da perfusio. o5 pontos representam as medias (+/~

prep padric! e o N = 4.



@
@
’f...
,._u°:... .
......I.....
.._‘n...:......
"R
. A
ToTTTTTT s
= —@
E |
N o .\\
- -y
| e
Il.lh. ||||||||||||||||||||||
®
@
®
Hy
»
gy
e
_.u. -
O o O o
4 M . (4 \| —

(‘uwi Jod %) ad gg OQ TTYNOIOVY 4 OXNT143

80

22

TEMPO ( min.)



FIGURA VIII

4 figura & A ilustra o efeito da retirada do
tiopental 2 mM dp meio perfusor. sobre o efluxo do S4RBR de
ithptas perfundidas pa auséncia de glicose e de CaZ+ e na
presenca de 20 af de TEA. 20 pg/wl de diazoxida. 0.5 mf  de
EGTA.

0D barbiturato gsteve ausentg no  intervals de
perfusdc compreendide entre o 408 e 402 wminuwio- cowo
delimitado pelas linhas verticais pontilhadas.

0s pontos representam as medias {(+/~ erro padrag)

sehdo N = 4 para a cohdigdo superimental,
A figura & B flustra o eafeitn da &adigao de
diazoxida 20 pgfmi gohre o0 efluxg do 24&Rb e ilhotas

perfundidas na ausencia de glicose e de Cal+ & né presengs
de TEA 206 mM. tiopental 2 wM. EGBTAE 0.5 afl, A diazsoxida fol
adicionada ap meig perfusor entre o 408 e 500 wminute da
perfusin: Come delimitadn pelas linhas verticais
portilhadas. Os pontes representam as wmédias (+/- erro

padrin} sendo N = 4.
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DISCUSEAD

cone estabelecido  na introducio: as alteragbes nas
perreabilidades do K+ na membrana da Celulas betas induzidas
pela glicoses sé&o fundamentais para O inicio da cascata de
svenrtos que culming com a secregao da insulifna. Considerando
« relevincia dos canais de K+ envolyidos nesse processid. om
especial aguales modulades peleo ATF 2. considerando ainda
susx efetiva isplicagho no controle clinico da mnanutengho 48
pacientes diabéticos nao dependentes de insulinas atraves de
hipoglicemiantes orais tais cOMO as culfpniluréias qua atuam
nesse canale. & odbvio sue o conhecimento detathado da sua
fisiologia se reveste de Ffundamental importancia.

Nesta linha de raciocinio. © grupo de pEALPeaAs
sndécring  de  Lanpinas Len dedicado certo esforgo  na
descoberta de substi3ncias que poOSSIM interferir com &
Fisiologia deste tipo dE canal. AssiMs uma [dessas
substincias testadas fol o tiopental (Boschero et alii-
i9a5). Somando-se agp fato de gue pstudos Farmacoligicos
tEm demonstrado que a perseabilidade da membrana plasmatica
aps  jons  Nat. K+, Cal+ npodifica-se na presenga das

tiobarbituricos (Blaustein. 1948, Seeman. 1972 Roath, 1%7%7.
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Em células hervosas Seveik (198¢) e Ho e Harris
(1981) camprovaramn due o tiobarbiturato tiopental modifica o
potencial de sembrana. além de exibir alta afinidade pelo
ranal de K+ produzindo peste um sfaitc blpgueadar e com (580
estinulande o neurdnic =20 invés de inibi-lo. Dias (1984}
estudando p efeito do tiopenial sobre a gpcracan de iasulina
2 s permexbilidade azo K+ em ilhotas isoladas: constatou que
o barbitirico reduziu o efluxo de  8&6Rb. potencializando a
secregac de insulinad e aindas verificou due a redugio
também ocorrey na presenga  de memadione. um conhecido
aceptor de hidrogémio. aue atua reduzinde & farnagio de-
MAD(PYH em ilhotas jsoladas (flalaisse gt aliis 1978). De
posse de tais constatagboas hos propusemos a estudar sohre -
quais tipbg de canais de K+ o tigpental poderia agir,

Ny primeira parte deste trabalho comparamos & agdo
parbiturato tioppental sobre o efluxo de BéRb. de ilhotas
isoladas & perfundidas ma presegiya e na ausBneia de glicose-
xlém de wverificar a agan romplementar sobre o efeito
produzido peta tolbutamida.

fome explicado no infcioc da discusgso. & glicose e a
tolhutamida partilhan de uma agédo especifica sobre os carmais
dp K+ muodulados pele ATP. Ppde-se notar ma figura 1 (A} que
2 tolbutamida 20 Yo/ml manteve reduzide o efluxe de B&Rb na
auséncia de glicnses sendo que a adigaon de 2.8% mM de glicose
Z0 mein. provecou uma redugio  suplementar no efluxo e
radioisétoprn, como J& observade por putros zutores (Henquins

J.0. & Meissnars H.Pas 1987). A Ffigura 1 (B} mostra que &
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adicic de tiopental ao meio contendo glicose e tolbutamids
provocou gta maior redyriho adicioral no efiuxo de 8S4Rb. Esse
efeito foi rapidamente revertido Com a retiradas de
anestésico do meiec registrados apés o A0L nin de perfusao-
indicando que o tiopental nio exerce agip téxica.

Na meswa linha de raciocinie, analisascs ¢ efeito g g
tiopental na presenca de diferentes cancentragioes de
togibutamida. porém na ausshncia de glicose.

A acko dg tiopental sobre o efluxeo de &6RD sugere
ser gdose-dependente come jlustrado na figura 2, Lonsiderando
gue o tiopental 2 mf foi mais eficaz em redusir o efluxa de
B &RD que L2 pM.  mesWMD em  preseEnga de  tolbutasida.
txlientando 4que o tiopental 2 oM foi capaz de paduzir o
efluxe do 846Rb inclusive na presedbga de altas concentracies
do tolbutamida,

Demtre as sulfuniluréias encontrands a Jdizzoxida que
gxibe propriedades hiperglicemiantes- pois  atus diretamente
nas célulag heta inibindo a sgecregdo de insulina gatimulada
por varios agentes (Milner e Hales, 19497 Siurgess et alii»
1p88). Em contraste com 0¢ agiEntes hiposglicesiantes .p. X
tolbutamidar a diazoxida produz a ativacao do tanal da K-ATH:
wodulavel {(Trube et alii- 1986), nic gnercends pfeito sobre
s demais canxis de K+ presentes na membrana das celulas
beta (Hemquin & Meissner, 1982+ Rorsman e Trube: 19850,

Assims tornou-se imperativo também estudar uma
possivel agéo do tiopemtal sobre o efluna do S4B em

presencs da diazoxida. A& Figura 3 (A¥: mostra que sesmng Na
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presenca de 20 po/wml de sulfunilureéia. 0.2 wf de tiopental
raduzin significativamente o efluxe de 8&6Rb. Tal FredUian
foi- aindas mais marcante em presenga de 2.0 aft do
anestésico. A figura 3 8 ilustra que 0.2 nfl de tiopental. emn
presenga de 100 pgsml  de diazoxida. provocou idEntica
reducio de efluxe de S6Rb  que em 20 Hgiml de diazoxida.
Embora nan coaclusivos, ©S58@S resuttados afastam ew
principio & idéia de uma agdo competitiva antre as duas
AdrDgas.

Esbora indiretamenie. 03 dados apresentados e
discutidaos até o presente momento indicam aquwe o tiopental:
axBhCce suya aCab  sobre os canais de K+ modutados pelo ATF.
Nesso sentideo. 05 estudos eletrofisioldgicas. apresentados
por Gomgalves e da Hilva (1789} assoCiados aps registros
recentes de patch-clamp (Kozlowshki et alii- i98%) confirman
tal hipétese., A prupbésitos é muito sugesiivo o fate de que
em altas concentragies de glicose (18.7 mf} s quando os
canxis de K+ modulados pelo ATP pstio praticamente fechados:
o tiopental nio exerceu agan significativa (Gongalves e
cnls.s 19B61.

Tendo pressnte os agpectos discutidos a segunda
parte deste trabalho. objetiva estudar possiveis influgncias
4o tiopental sohre os tanals d8 K dependentes de LCal+ e/pu
Umw (Petersen e Findlay. 19287).

A figura 4 ilustra o efeito da teofilina sobre o
afluxn de QL4Rb. A teofilina wmwobiliza LaZ+ de organelas

intracelulares g assim Pprosove o ectisuloc para ahertura de



A4

um  canal de K dependente de Ca2+. De fFfatoc a figura 4 A
wostra. que a intrpdugio de teofilina as mero perfusor
aumentow o afluxe do S4&Rb. Na figura 4 B. observamos gque a
adicie concemitante de tiopental mndo fnibiu o aumnentao do
efluro provocado pela teofilina. Nota-se que O mesAl GERY
apreseniow & mesmna magnitude tesmporal que & Ffigura 4 A
Nessa condigao o menor eflude provavelmente. se deve & um:a
pedutds da permeabllidade ao  86Rb por  agdo  do0 anestesico
sobrs o cahal de K+ wodulado pelo ATPE. Ressaliamos
adicionzinente que resultados preliminares com o ionéforo do
CazZ+r H-23.187: indicam aue o tiopental nio interfere no
aumente d5 efluxe do  &4Rb provocado pelo referido tondfore.
{Padns preliminares nio publicados).

No mesto sentido observamos na Figura G- duUe an
praesenca de concentragies despolarizantes de K+ ¢ efeito.
redutor de ticpental sobre o efluxo de B6Rb foi #enor.

Comp passn sesuinte amalizamos o efeito do tiopental
sabre p efluxeo de 86Rb na presencs de TEA que bloqueia ps
canais de K+ depemdentes de Cal2+ e potencial de wembrana.
{(Um) (Findlay, et alii. 19850,

fomo mostra & figura &: 2wl de tiepental provocou
wms enorme redugie no efluxo de &46RP o aue nos lgva &,
descartar a passibiljdade da participagio do anestésico
sohre ssse tipo de canal.

Num protocolo mais complexo {figura 7)., realizamos
Wms perfusido em gue o meio continha TEA. tolbutamida: porés

desprovide e Cal+ e glicose. sendo ainds enriquecido com



0.5 @M de EGTA. Podemos notar que & adigdo de 2 sl de
tigpental cohsegUiu promover uma rapida e marcante redugao
no efluxe de S6Rb. Nessa condigan experimental esperavamos.
ue  mengkr efeito do tiopental uma vez que a tolputamida
asteve presente, Issc NED  OCOFPPEW € Nao temos explicagic
ronvincente para ¢ observado. APEnas podemos gsrecular  que

fa  auwschcia de LDaiZt+s a presenga de EGTA a agho da

31

tolputamida nio se manifestou de npaneira classicamente

descerita- talver por4gue na ausBncia do Cal+ ocorreud alguma

15

nodificagia localizada & nivel do receptor a Lolbutamidsa.

Finalmente a Ffigura & ilustra deis protocoles que
sip subsidios importantes para a hipdtese 48 gue o tiopental
comprovadamente atus mos canais de K+ modulados pelo BTF .
Nas duas perfusies o calcio e a glicose estiveram ausentes
e 0o meio conteve 0.5 mf de EBTA e 20 wf de TEA. Nx presenga
de 20 pg/ml de diazoxida e 2 afl de ot jopental. o efludo do
B4Rh 6 bastante reduzido como pode ser observado na figura §
A. (minutos 228-408). Cfontudo. & retirada do tiopental do
wein perfusor provoca um  enarme aumento do efluxo ddo B4RD
iminutos 408 a &08) o gual petornDu a0s valores inicliais com
#a reintrodugéac do anestésico ho melio.

padiciprando-se & esses resultados a fFigure & 8

reca  gue & redwgao o efluxo dp  S4Rb.

rie

jtustra com ¢l
shservado na presenca do tiopental. (min 222 a 408) nio fol
alterado com & adigéao de diazoxida ao melo {min 408 a &GL3.

Concluindo a discyssio dos resuliados adqui

spresentadoss poderiames associar dados obbtidos sl



sacrecao de  insuline. atividade elétrica e patch-clamp e
suger{r que p conjunto de informagoes aponfam para uita agan
especifica do tiopental sobre a permeabilidade ap [+
wodulado pelo ATP. Contudos estes resultados nas pos
pernite. xinda. concluir aque © sitio de agao do tiopentatl

ceia 0 conum davguele sxercide pelas sulfunilureias.



RESUMO E CONCLUSQES

Neste trabaiho estudou~-se discriminativamenie o
afeite do ticpental sobre a permeabilidade ao K+ em iihotas
de Langerhans isoladas de rato.

a5 j1aptac foram isoladas pelo método da colagenses
marcadas durante 0 minutos com 84RbCT (substitute de K+ e
porfundidas en  solugdo de Krebs-bicarbonato em diferentes
condigies experimentais, 0Os resultados indicam que:

Tiopental (0.2 & 2.0 aM) reduziu o efluxo de $sRp de
ilhotas perfundidas mra presencs oW ausencia de glicose: com
o meig contenda. aindas 20 pu 100 pgrsml de ums bBlpagueador
especifico dos canais de K+ modulados epelo ATF: pu sela A
tplbutamida. U efeito inibidor de tiopental sobre o efluxo
dis D4RD Foi mais marcante guandp a perfusio das (lhotas foi
orpcessada em solusho contendn diazoxida, substéncia que
promove a abertura dos carnais de K+ moduiados pelo ATP.

Tiopenital nac inibiu b aumento do sfluxo de 86Rb
induzidop pala tepfilina- k) qual mpbiliza Laz2+y e
compartimentos intracelulares. .Cﬁﬂtudﬂs Licpental inibiu
significativamente o efluxe de $6Rk  em presenca dg TEA qug
Llpqueia as permeabilidades de K+/Cal+ o VUn dependentes.

esse efeito inibidor foi detectado também guando na pPresenga



de toibutamivda. Sew efeito inibidor sobre o efluxo do 84K
el presencga de uma concentragao despglarjzante de K+ {50 nM}
foi sublimiar @&m CONP&ragao a0s adtros procedinentos
pstimulantes s células B.

Cgm base nos resultades pbtidos ew guparinentos ron
sulfunilurgias hipoglicemiantes =] tiperglicemiantes.
ronstatamos que & tigpental atua hlpauesandp
preferencialmente de maneira dose-~dependente e reversivel os

ranais de K+ modulados pelo ATP,



SUMMARY

We investigatad here the effects pf tiopental on the
K+-permeability ip isolated islets of Langerhans. Islets-

obhtained fron adult rats by collagenase digestion were

prelabeled with 84RBCI during 9080 min {8&Rb was used ag a

substitute for k+)} and perifused in & Krebs-bicarbonate

solution. The results indicate that:

Tiopental (0.2 and 2.0 mM)} significantly reduted the 8&Rb
affiux from islets perfusad in a medium containing or not

2.8 mh gluconse. Iin the presence of 20 or 100 pag/mt of

tolhutamides & blocksr of the ATP-modulated K+ channelss the

cffect of tiopental in reducing the 86Rb efflux is still

present.
Un the presence of the hiperglicemiant sulfonilureia
Diazoxide. the effects of tiopental were much more marked.
On the other hand. tiopental did not affect the
increase in the 86Rb efflux provoked by tegphylline: that
mobilises Cal2+ from intermnal stores and hence stimulates the
CaZ+-dapendent K+ permeability. Tiapental reduced the 24RD

efflux frow islets perifused in the presence of TEA that
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blocks the CaZ+-dependent K+ permeability, This gffect was

noticeable even In the presence of telbuytamide. The

reduction in the 8%46Rb efflux provoked by tiopental was only

garginal when the islets were perifused in the presence of

high K+ concentration (90 wh).

These results suggest that tigpental reduces the K+

permeability from pancreatic Islets (in a dose-dependent

manner) on the ATP-wodulated K+ channels. AS & provocative

idea- we suggest that the delay im the respohse may be due

tp the laow lipossolubility of the barbiturate in the plasma

wembrane.
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TABELH 1 - AMAnalise estatistica do efeito da glicose sobre o
eftuxo do 86Rb, em presenca de tolbutamida.

N = 4 (Min) ESPERADO DBSERVADD T F
{VE)} (va)

42 4.32 4.54 4.4 0.025
44 4.25 3.97 5.6 ¢.01
406 4.19 3.786 10.75 0.01
48 4.12 3.47 18.57 0.01
50 4. 06 3.37 15.33 6.01
52 4.04 3.52 5.23 0.01
54 3.98 3.92 9.27 0.005
56 3.32 3.048 15.42 ¢.005
= 3.687 3.06 9.02 ¢.005
60 3.87 3.06 8.40 0.005
B2 2.95 3.20 B.25 0.005
G4 2.858 J.24 18.00 0.005
GE 2.82 3.40 14.5 0.005
g8 2.786 J.64 19.55 0.005
70 2.70 3.758 16.5 G.005

N = numero de experimentos; VE = Valar esperado; vg = Valor

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VI.



TABELA 2. Analise estatistica do efeitc da glicose e do tiopental
sobre o efluxo do BERb, em presenca de tolbutamida.

N = 4 {Min) ESPERADO OBSERVADRO T P
(VE) (vo
42 3.33 3.37 .09 g.10
’ 44 3.25 3.37 .11 g.10

48 3.17 3.21 p.08 0.10
48 3.10 Z2.30 0.50 g.10
50 3.02 2.70 1.01 0.10
52 2.95 2.56 1.26 g.10
54 2.488 2.42 1.48 0.10
56 2.61 2.35 1.73 a.10
58 2.75 2.35 1.43 g.10
60 2.68 2.29 T.62 g.10
52 2.20 2.26 g.40 0.10
64 2.17 3.32 5.47 g.01
66 2.14 4.07 5.51 0.01
58 Z2.10 4.07 5.71 G.01
70 2.07 4.04 6.56 0.005

N = numero de experimentos; VE = Valor esperado; VO = Valar

observada; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



TABELA 3. Analise estatistica do efeito do tiopental 0.2 mM sobre
o efluxo do 8BRb na presenca de tolbutamida 20 g/ml.

N = 4 (Min) ESPERRADO DBSERVADD T P
(VE) (vo)

42 3.75 3.56 2.23 0.10
44 3.71 J.66 0.186 0.10
46 3.66 3.581 0.12 0.10
48 3.61 3.37 0.57 g.10
50 3.57 3.1 7.80 0.10
52 3.52 2.96 5.185 0.01
54 3.48 2.74 7.83 0.00s
56 3.44 2.64 10.67 0.00s
o8 3.359 2.581 14.79 0.005
60 3.35 2.48 58.34 0.005
62 Z2.40 2.54 1.18 0.10
B4 z2.32 3.16 6.33 0.005
66 2.25 3.17 30.66 0.00&
68 2.18 3.35 11.14 0.005
70 2.11 3.32 9.68 0.005

N = HNumero de experimentos; VE Valor gsperado; V@ = Valor

psperado; T = Teste de Student; P Significancia entre VE e VO.



TABELA 4. Analise estatistica do efeita do Tiopental 2 mM sobre o©
efluxo do BBRb na presenca de telbutamida 2 g/mt.

N = 4 (Min) ESPERABD OBSERVADD T F
{(VE} (Vo

42 3.12 2.82 1.81 0.10
44 3.06 2.47 3.80 0.025
45 3.00 2.29 3.22 0.025
48 2.94 2.28 2.92 0.05
50 2.88 2.0686 1.687 0.10
52 4.00 1.39 5.36 0.01
b4 2.98 1.87 7.83 0.005
586 2.92 1.82 7.37 0.005
0B 2.688 1.87 5.34 0.01
B0 Z.84 1.96 4. .32 0.c610
BZ 1.90 1.92 g.1 a.1d0
64 1.83 2.38 3.10 0.025
66 1.95 2.B65 4.37 g.025
g8 1.88 3.a7 4. 27 0.025
70 2.00 2.92 3.60 0.025

M = Numern de experimentos; VE = Vator esperado; VO = Valaor

abservado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e Vo.



TABELA 5. Analise estatistica do tiopental 0.2 mM sobre o efluxo
do 8BRb na presenca de tolbutamida 100 g/ml.

N = 4 (Min) ESPERADBD OBSERVADOD T P
{VE) (Vo)

42 3.48 3.24 1.33 0.10
44 3.42 3.11 1.24 0.10
46 3.37 3.89 0.83 g.10
48 3.31 2.65 1.38 g.10
50 3.26 Z2.78 1.49 g.10
52 3.24 2.686 2.28 0.10
54 3.20 2.72 2.08 0.025
56 3.15 2.81 4.28 0.01
58 3.10 Z.38 5.37 0.005
&0 3.05 Z2.38 5.91 0.005
62 2.22 2.58 1.7 0.10
64 2.13 3.61 8.70 0.005
71z} 2.04 3.64 20.0 0.00S
58 1.96 3.61 8_40 0.005
70 T1.88 3.70 8.87 0.04a5

N = Numero de experimentos; VE Valor esperado; VO = Valor

observada; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



TABELA 6. RAnalise estatistica do efeito do tiopentat 0.2 mM sobre
o efluxo do 86Rb ns presenca de 20 g/mi de diazoxids.

N = 4 (Min) ESPERRADO BSERVAND T P
(VE3 cvo
47 5.70 5.21 1.92 g0.10
44 5.60 4,31 7.58 g0.00b
46 5.5 3.80 11.73 0.005
48 5. 41 3.73 8. 40 0.005
50 5.31 3.67 11.31 0.005
52 .22 3.56 66.68 0.005
54 5.13 3.75 10.26 0.005
58 5.04 3.45 11.40 0.005
58 4.9% 3.53 25.897 0.005
60 4.87 3.56 14.58 0.005
N = Numero de experumentos; VE = Valor esperado; VD = Valor

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



TABELA 7. Analise estatigitica do efeito do tiapental 2 mM sobre
o efluxo do B8E6Rb na presenca de diazoxida 20 g/ml.

N = 4 (Min)d ESPERADO OBSERVARBD T P
{VE) (vol

42 6.09 4.90 2.7 0.05
44 B.02 3.26 12.0 0.005
4B 5.96 2.32 40.44 0.005
48 5.38 2.29 31.170 4.005
50 5.82 2.31 41.289 0.005
52 6.25 2.27 79.77 0.008
54 §.25 2.23 80 .40 0.005
56 5.24 2.25 49 .89 0.005
58 5.23 2.18 62.66 0.00&
80 .22 2.15 74.08 0.005

N = HNumero de experimentos; VE = Valor esperado; VO = Valar

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE & VO.



TOBELA 8. Analise estatistica do tiopental Z mM sobre o efluxc do
8BRb na presenca de diszoxida 100 g/ml.

N = 4 {Min3J ESPERADO OBSERVADD T P
(VE} (voi

42z 5.34 4 .37 Z2.30 g.0&
44 5.26 J.62 10.58 0.00%
48 5.17 3.34 13.07 0.005
48 5.09 3.22 T3.85 0.005
=11} 5.01 3.27 3.94 0.008
he 4.33 3.24 16.10 0.005
54 4.85 3.32 13.36 0.005
&6 4.77 3.33 11.55 g.005
o8 4 .69 3.26 12. 48 0.005
60 4.67 3.22 8.419 ¢.005

N = Numero de experimentos; VE = Valor esperado; VO = Valor

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e vo.



TABELA 9. Analise estatistica do efeito da Teofilina 10 mM sohbre
o efluxo do 8BRb na presenca de glicose 8.3 mM.

N = 4 {Minl ESPERALO OBSERVADD T P
(VE) (vol

42 .9z 1.08 12.97 4.4005
32.5 .88 1.24 3.40 0.05
33.0 .84 1.40 5.5d 0.005
33.5 .81 1.67 7.80 0.0065
34.0 77 1.52 5.85 0.00%&
34.5 .74 1.550 13.90 g.00b
35.0 71 1.856 11.62 0.005
35.5 .6& 1.50 34. 88 0.005
36.0 .B5 1.53 12.840 0.005
36.5 63 1.46 8.43
37.0 0.60 1.37

N = Numero de experimentos; VE = Valor esperado; VO = Valor

obhservado; T = Teste de Student; P - Significancia entre VE e vo.



TAEELR 10. Analise estatistica da Teofilina 10 mM e Tiopental 2 mM
saobhre o efluxo do 86Rb na presenca de glicose.

N = 4 {Min) ESPERRDO O0BSERVALOD T P
{VE) {(vol

3z 1.8 1.27 1.08 ( 6.70
32.56 1.6 1.20 .43 ¢ 0.70
33.0 1.74 1.35 1.29 g.10
33.6 1.12 1.38 2.42 0.05
34.0 1.180 1.50 3.16 0.08
34.5 1.08 1.57 3.12 .05
35 1.06 1.42 2.27 0.10
35.5 1.04 1.35 2.41 0.05
36 1.03 1.33 2.18 0.10
37 .95 1.715 1.10 ¢ 0.10

N = HNumero de experimentos; VE = Valor esperado; VO = Valor

observado; T = Teste de Student; F = Significancia entre VE e VO.



TABELA 11. Bnalise estatistica do efeito do Tiopental 2 mM sobre o
efluxn do 8BRb na presenca de K 50 mM.

N = 4 {Minl ESPERADD DBSERVADD T F
{VE) (v

427 4.93 4.63 0.54 g.10
44 4.73 3.4B 1.80 0.10
46 4 .65 2.78 4.90 0.01
48 4.51 Z2.68 5.490 0.00t1
50 4.38 2.80 4.38 0.025
52 4.06 3.01 5.25 g.01
54 3.91 3.20 6.79 0.005
56 3.78 2.90 4.18 0.025
54 3.64 2.64 4_88 0.01
Go 3.52 2.88 2.03 0.10

N = Numerc de experimentos; VE = Vator esperada; VO = Valor

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



TABELA 12. Rnalise estatistica do efeito do Tiopental Z mM sobre
o eftuxc do BBRb na presenca de T.E.A. 20 mM.

__..__...__--.____..__...__--_-—_—.._.--.----.._--.-_.-_..-__...__....-_...-_.,__.._...-.._--

N =6 (Hin) ESPERROD
(VE)
42 6.02
44 5.86
46 5.91
48 5.85
50 5.81
B2 5.75
-54 5.70
56 5.865
58 5.60
G0 5.55
N = Numero de experimentos;

DBSERVADD T P

(vDl

§5.15 10.65 0.005
4.15 14.77 0.005
3.96 23.88 0.005
3.66 26.94 0.005
3.23 30.86 0.005b
3.29 7.10 0.008
3.20 9.88 0.a05
2.92 10.45 0.005
Z.78 10.87 0.00%
2.68 20.68 0.005

VUE = Valor esperado; VO = Valar

observado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



THBELH 13. fAnalis estatistica do efeito do Tiopental 2 mM sabre o
ef luxo do BBRb, de ithotas perfundidas na presenca de
talbutamida 20 g/ml e T.E.A. 20 mM, e na ausencia de
calcio e glicose.

N = 4 {(Min) ESPERADD OBSERVADD T F
(VE] (VD12
52 5.61 1.69 13.88 0.005
54 5.B87 1.58 19.96 0.005
56 5.73 1.57 15.892 0.00%5
58 5.80 1.80 33.840 0.¢05
60 5.56 1.52 38 .42 g.0as8
N = Numero de experimentos; VE = Valor esperado; VIO = Valor

observada; T = Teste de Student; F = Significanclia entre VE e VD.



TRBELA 14. Analise estatistica do efeito da retirada do Tiopental
de um meio perfusor contendo T.E.A., diazoxida, a=alem
de astar desprovido de Ca e guelado com EGTH

H = 4 (Minl ESPERADO OBSERVADO T F
(VE] (v

42 3.4 4.25 7.8 ad.10
44 3.42 11.78 g.149 g.005
48 3.42 17 .87 G.25 g.01
48 3.43 11.83 &.&80 0.005
a0 3.43 11.64 10.26 0.005
52 3.44 10.7% .74 0.045
54 3.44 10.21 10._40 g.0a05
o6 3.45 §.76 8.63 g.005
58 3.45 8.53 6.72 0.005
g0 3. 46 11.07 2.897 0.005

N = Numero de experimentos; VE = Valor esperado; VDO = Vatlor

observada; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VO.



TABELH 15. Hnalise astatistica do efeito da adicao de diazaxida,
cabre o efluxo do 86Rb de ithotas perfundidas na
presenca de T.E.A., e Tiopental, atlem de estar
deprivado de [aZ+ e guelado com 0.5 mM de EGTAH.

N = 4 (Minl ESPERADD DBSERVADD T F
(VE) (vol
42 1.72 1.87 1.72 0.70
g4 1.87 1.84 1.58 {1.140
46 17.83 T.85 1.62 n.10
48 1.58 1.74 1.20 0.140
50 1.54 1.68 2.00 0.10
2 1.56 1.63 .60
54 1.52 1.81% 2.68 ¢{0.10
56 1.43 1.71 2.15 0.10
58 1. 46 1.67 1.67 g.10
60 1.42 1.693 20.1 g.10
N = HNumero de experimentas; VE = Valor esperado; vo = Valor

abecervado; T = Teste de Student; P = Significancia entre VE e VD.



