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INTRODUCAQ

Desde a descoberta da insulina, intensos estudos tem
sido realizados no sentido de se conhecer ndo s6 como tal hormd
nio exerce seus efeitos metabdlicos mas também qual o mecanismo
de sua secrecgdo pelas células beta.

0 mecanismo da secrec¢do tem sido alvo de trabalho
de varios pesquisadores e hoje tem-se uma idéia global de tal
processo. E de aceitagd@o geral, que tal mecanismo, induzido pe-
la glicose e/ou outros secretagogos envolve varios processos fi-
sioldgicos tais como: metabolismo do agente estimulante, alte-
racdo da permeabilidade da membrana a virios Ionms, resultando
num acimulo intracelular de ca’t e finalmente a extrusdao dos gra

nulos de insulina (MALAISSE et afii, 1978).
: ~ + -
PARTICIPAQAG po K° na SECRECAO DE INSULINA

GRODSKY & BENNETT (1966) foram os primeiros a de-
monstrar in viftro que aumento da concentracao extracelular de
K" de 4 para 8 mM elevou a secrecac de insulina em pancreas de
rato isolado e perfundido na auséncia de glicose. Efeito simi
lar foi encontrado quando fragmentos de pancreas de coelho fo-
ram incubados em meio contendo grandes quantidades de K (17 - 60
mM) em presenca de concentracdo ndoc estimulatéria de glicose.
Sugeriu-se que a despolarizacdo da célula beta induzida por uma
elevada concentracao extracelular de K* causava aumento do in-
fluxo de Na' (MILNER & HALES, 1968; HALES § MILNER, 1968).

Confirmando e estendendo esses resultados. HOWELL

& TAYLOR (1968) e LAMBERT ef afil (1969) observaram, em pancreas



de rato adulto ou fetais de coelho, que altas concentragoes
de X' potencializou a secrecdo de insulina induzida por
glicose.

HENQUIN & LAMBERT (1974a,b) estudando detalhada-
mente os efeitos da retirada ou do aumento da  concentragao
do K no meio perfusor sobre a dindmica da secrecao de insull
na concluiram que alteragdes nas concentragoes internas de Na*
e XK interferem em ambas fases de secre¢do. Nestes cascs, aumen
to da concentracio de Na' estimula a secrecdo enquanto que a

redugao de k' inibe a mesma. A redugdo da concentragdo de K"

interfere com o metabolismo celular sendo este provavelmente o
fator limitante para que a secrecgdo se processe normalmente.

Na verdade, a auséncia de K" no meio, pode provo-
car um efeito estimulatdrio ou inibitdrio, dependendo do tempo
de exposicdo das células & referida condigao experimental (HA-
LES & MILNER, 1968; HENQUIN § LAMBERT, 1976; HERCHUELZ & MA-
LAISSE, 1980). SOMERS, DEVIS & MALAISSE (1980) enfatizaram que
a privacao de X" induz um efeito estimulatdério a curto prazo
atribuido a redistribuigdo do Ca2+_intracelu1ar (SEHLIN, 1981 )
e um efeito inibitdrio tardio, certamente devido a reducao do
K" interno que leva 3 inibigc3o do metabolismo da glicose (SE~
NER, KAWAZU, MALAISSE, 1980).

Uma contribuicfo importante sobre a participacao
do X' na secrecdo foi dada ainda em 1974 por SEHLIN & TALJEDAL.
Estes observaram que as células beta eram capazes de acumular
K" na ﬁresenga de glicose, sugerindo que este acumulo era devi-

- — . +
do 3 reducao do efluxo passivo, uma vez que os fluxos de Na

nio eram modificados. A retencdo de cargas positivas pela célu-
la beta, induzida por glicose, provavelmente contribui para a
despolarizagao das suas membranas durante o processo secretorio

(SEHLIN § TALJEDAL, 1875).
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Os resultados observados por SEHLIN & TALJEDAL

(1974-1975) foram confirmados e estendidos por uma série de tra

balhos a partir de 1977. Assim, tanto a incorporacao de 42K+ co

39,4+ . . -~ . .
mc de K foi maior na presenga que na ausenclia de glicose, e

drasticamente reduzida pelo bloqueio da bomba de Na+/K+ (BOS-

CHERO et afii, 1977). Estes resultados foram comprovados por
MALAISSE et afii (1978) trabalhando com S°Rb* e por  HENQUIN
(1978) com 42K+.

BOSCHERO & MALAISSE (1979) verificaram que a gli

86, + P
Rb  mesmo em completa ausencia - de

cose inibiu o efluxo de
Caz+ extracelular ou em presenca de ouabaina. Demonstraram ain-
da a necessidade de metabolizacgao da glicose para que tal efei-
to ocorra, sugerindo a participacao em tal processo de nuclec-
tideos de piridina reduzidos, dados estes comprovados por  MA-
LAISSE et afii, 1979:e CARPINELLI § MALAISSE (1980a,b).

Tem sido proposto que as células beta, possuem Pe
lc menos dois sistemas de permeabilidade ao k. Uma permeabili-

2+ -
sensivel

dade voltagen sensivel (HENQUIN, 1977) e outra Ca
(HENQUIN et alii, 1975). A primeira bloqueada pela tetraetilamo
nia e a segunda pela quinina. Quanto a tetraetilamonia, HEN-
QUIN (1977) observou que per se ela ndo estimulou a secrecao,
mas potencializou a mesma em presenca de concentragoes limia-
res de glicose. Por outro lado, a quinina, de certa maneira mi
netizou a acdo da glicose, pois foi capaz de estimular a secregdo
mesmo na auséncia do referido carBohidrato.

Nesta altura convém frisar que a inducao da despo
larizacdo da membrana das células beta, pela retencado de k¥, &
um mecanismo comum a4 maioria dos secretagogos de insulina sejam
eles substratos metabdlicos circulantes ou mesmo farmacos (DEAN

& MATTHEWS, 1968a,b; MALAISSE ef afid, 1980; HENQUIN & MEISSNER,
1981 e HENQUIN § MEISSNER, 1982).
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Paralelamente d secrecdo de insulina, as cé&lulas
beta apresentam uma atividade elétrica tipica descrita inicial-
mente por DEAN § MATTHEWS (1968a,b). A analise desta atividade
elétrica, corroborando os estudos feitos com a secregao de insu-
lina e/ou fluxos ionicos, mostra efetivamente que a despolariza-
cao se deve principalmente a uma redugao da permeabilidade ao K" (AT

WATER, 1980; ATWATER, GONCALVES § ROJAS, 1982; BOSCHERO et alil, 1983).

EFEITO DE BARBITURATOS SOBRE A PERMEABILIDADE IONICA EM MEMBRANAS

Sabe-se que alguns barbituratos, além de sua conhe
cida acdo depressora geral, podem ainda provocar excitagao pré
anestésica desdel;oﬁtragaes muscula;eg moderadas & potentes con
vulsﬁeé. Algﬁns barbifuratos sio predominantemente excitatdrios
como os acidos barbitdricos CHEB* e DMBB** (THOMSON § TURKANIS ,
1973 e HARRIS § STOKE, 1982).

Uma vez que a acdo desses farmacos se manifesta a
nivel de membrana (SEYAMA & NARAHSHI, 1975) seria licito admitir
que seus efeitos inibitorios e/ou excitatdrios estejam ligados
a alteracdoes da permeabilidade ionica principalmente ao Ca2+, Na' e K.

De fato, estudos tem demonstrado que barbituratos
hipndtico~sedativos e anestésicos aparentemente interferem  no
acoplamento estimulo-secre¢do em terminais nervosos, induzindo
alteragoes no transporte de CaZ+. Tal interferéncia pode advir
de dois mecanismos diferentes mas nao exclusivos, amplamente a-
ceitos. O primeiro inibindo o influxo de Caz+ e o segundo aumen-
tanto o seu efluxo (BLAUSTEIN, 1976; MORGAN G_BRYANT, 1976; WAL-
LER & RICHTER, 1980; COTE & WILSON, 1980 e HARRIS § STOKES,1982).

. + -
Quanto aos ions Na um nimero grande de trabalhos

aponta para um efeito inibitdrio dos barbituratos sobre a permea

* CHEB - acido barbitiirico 5-(1,3-dimetilbutil)-5-etil
**DMBB - acido barbitGrico 5-(2 ciclohexilidencetil)-5-etil
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bilidade das membranas a esse ion. Ja em 1952, LARRABEE § POSTER-
NAK e em 1956 THESLEFF sugeriram que o bloqueio da excitabilidade
celular estava relacionado com a inibigao das correntes de Na®.
Tais observacgoes foram amplamente confirmadas por BLAUSTEIN (1967);
NARAHASHI (1969) e SCHUARTZ (1979).

Em relagdo ao K*, as referéncias sdo mais escassas.
LARRABEE § POSTERNAK (1952) e BARKER § GAINER (1973) sugeriram
que as modificag¢des induzidas no Potencial de Acao de axonios
pelos barbituratos eram devidas também a alteragdo da  condutan
cia ao K'. A grande maioria das referéncias encontradas na 1i-
teratura aponta para um efeito inibitdrio da permeabilidade a0
X" induzido pelos barbituratos (BLAUSTEIN, 1968; SCHUARTZ,1979).

Muito provavelmente os efeitos excitatdrios provoca
dos por alguns barbituratos estao relacionados com sua capacida
de de reduzir a permgabilidade ao. K' uma vez que a retencao des-
te cdtion no compartimento celular leva a despolarizagao da mem
brana.

De fato, SEVCIK (1980) demonstrou que o pentobarbi-
tal e especialmente o tiopental tem elevada afinidade pela con-
dutancia ao K+,'estando a membrana em repouso ou despolarizada.
Tais farmacos exercem na membrana do axonio uma a¢do semelhante
aquela da Tetraetilamonia, conhecido bloqueador da permeabilidade
a0 K+4wvoltagem sensivel, com excecdo de um efeito despolarizan-
te mesmo com a membrana em Trepouso.

Considerando que a sequéncia de eventos induzidos

pela glicose durante a secrecao de insulina tem como um dos pas-
sos importantes a retengdo de K* pelas células beta, o presente
trabalho.ja apresentado em parte {(DIAS et alfii, 1982), tem como
objetivo estudar as possiveis alteracdes, induzidas pelo tiopen-
tal sobre a permeabilidade do K" em ilhotas de Langerhans 1sola
das,com o intuito de se conhecer melhor a participagdo deste ca-

tion no referido mecanismo da secrecao.



MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados ratos albinos Wistar, de ambos
os sexos, de 3 a 5 meses de idade, procedentes do biotério 1o
cal. Os animais foram mantidos com ragdo balanceada padrao e
dgua ad Libitum, enriquecida com um complexo vitaminico, Vita

gold.

[SOLAMENTO DAS ILHOTAS DE LANGERHANS

Utilizou-se a técnica descrita por  MOSKALENSKI
(1965) e LACY-KOSTIANOVSKY (1967), ligeiramente modificada por
BOSCHERO, DELATTRE e SANTOS (1980).

Em cada experimento, foram sacrificados de 3 a
4 ratos por concussdo cerebral, decapitados para sangria e la
paratomizados. Em seguida, o duto biliar comum foi canulado pro
ximo ao hilo do figado e ocluido na sua porgac distal,adjacen-
te ao duodeno. Com finalidade de se promover uma divulsdo- do
tecido acinoso, injetou-se pela canula 15,0 ml de solucao de
HANKS, enriquecida com glicose (aproximadamente 0,5 g/1),fluin-
do através dos dutos pancreaticos em sentido inverso.

O pancreas foi retirado livre do tecido acinoso
e nédulos linfdticos, sendo a seguir, reduzido a fragmentos de

. ' 3 .
aproximadamente 0,5 mm~ com o auxilio de uma tesoura. Poste-

riormente, os fragmentos foram transferidos para um tubo de en

saio de 12 x 1,5 cm, contendo 6 a 8 mg de colagenase por pan-



creas. A seguir os fragmentos de pancreas foram incubados a
37°C durante 14 + 1 min. sob agitagdo constante. Nos 10 min.
iniciais o contefido foi movimentado pela passagem de carboge
nio - 95% O2 : 5% CO,, sendo agitado manualmente no tempo res
tante. Finda a incubagdo o material foi submetido a 7 lavagens
sucessivas. Nas tres primeiras lavagens o mesmo fol concentra-
do por centrifugacdo a baixa rotagao e nas restantes por decan
tacao. Este procedimento, teve por objetivo eliminar a colage-
nase, as enzimas digestivas liberadas durante o processo bem

como a maior parte do tecido acinoso.

0 produto final foi transferido para placas de
Petri sendo as ilhotas coletadas sob lupa, com o.auxilio de
uma pipeta Pasteur, previamente siliconizada e estirada em bi

co de Bunsen.

SECREgKo DE INSULINA

Grupos de 4 a 8 ilhotas foram transferidas para
cubetas contendo 1,0 ml de solugdo de KREBS, suplementada com
6,0 mM de glicose. Quando necessario, a composigdo do meio de
incubacio foi alterada pela introdugdo de tiopental sddico em
diferentes concentracoes. Maiores especificagoes serao  dadas
em Resultados.

| A seguir, acondicionaram-se 0S recipientes em
frascos de vidro, providos com tampa, contendo dispositivo para
entrada e saida de.Carbogénio (DELATTRE, 1981). O pH foi ajus

tado com carbogénio por 10 min. Os frascos entao completamente

vedados, foram incubados por 90 min a 379C sob constante agi
tacdo em banho-maria.
Terminada a incubagao, os frascos foram introdu-

zidos em gelo, e uma amostra de cada meio, transferida para tu



bo de ensaio e estocada a ~20°C até o instante do radio-
imunoensaio {(RIE).

A avaliacdo da insulina contida no meio de incuba
cdo foi feita através de RIE, utilizando-se para separagao do
complexo insulina + anticorpo da insulina livre, o polietileno
glicol. (DESBUQUOIS & AURBACH, 1971).

Diante da impossibilidade de contar com  insulina
murina para a confecgao da curva de referéncia, utilizou-se pa
ra isso insulina porcina. Como sabidamente, a curva de referén-
cia com a insulina porcina n3o & paralela em relacgdo a curva
confeccionada com insulina murina, foi necessario a corregdo dos
valores obtidos através de uma curva de comversao segundo DE~
LATTRE & BOSCHERQ (1984),.

EFLuxo Do SORs*

Foram coletadas 200 ilhotas, distribuidas em 2 gru
pos. A coleta foi feita alternadamente, 50 ilhotas de cada vez,
em cada um dos tubos de ensaio 5 x 1 tm, que continha' 1,0 ml
de KREBS sem glicose.

Ap6s a coleta, os sobrenadantes foram descartados,

80pn (80 wCi/M1),en

sendo adicionados 200 ul de KREBS contendo
riquecido com 16.7 mM de glicose. Os tubos, apd6s a adigdo do ma
terial radioativo, foram incubados durante 90 min a 37°C sob
constante agitacao, sendo o pH (7.4) equilibrado durante os 10
min iniciais com carbogénio.

Ap6s a incubagdo, as ilhotas foram lavadas 4 vezes
com solucdo de KREBS n3o radioativa e transferidas para uma ca
mara de perfusao (vol.: 0,3 ml) forrada com um filtro de aceta-

to de celulose com poros de didmetro igual a 5 um. A cimara foi

ligada a dois recipientes contendo solucoes nutritivas por in-
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termédio de catéteres e uma torneira com duas saidas. As  solu-
¢bes nutritivas foram mantidas a 37°C e continuamente equilibra-
do com carbogénio para manutencdao em pH 7,4.

A perfusdo das ilhotas comecou imediatamente apls
a sua transferéncia para a camara, com o meio perfusor percorren-
do o sistema na razao de 0,5 ml/min, impelido por uma bomba peris
tdltica. O meio contendo solucgdo nutritiva proveio do  primeiro
recipiente até o 30°¢ min, do segundo até 50° min e novamente  do
1° recipiente até ¢ 70° minuto, quandc a perfusao foi encerrada.
As amostras foram coletadas a partir do 129 min a intervalos regu
lares de dois minutos em frascos de contagem de 20 ml cada. A Ta
dioatividade de cada frasco foi avaliada em contador de radiacoes
beta, usando-se para isso o efeito CERENKOV.

Em cada experimento, o efluxo de 86Rb (cpm/min) se
T34 expresso em termos da taxa fracional de efluxo encontrado no

mesmo.

RADIOISOTOPOS E REAGENTES

Todos ¢s sais utilizados, bem como a glicose e de~
mais substancias adicionadas ao meio de isolamento e/ou incuba
cdo, possuiam grau analitico de pureza (PA). Albumina bovina fra
¢@o v , Colagenase, Dimetil Sulfoxide (DMSO) e menadione foi  da
Sigma Chemical Co. (St.~Louis, Mo.) e Tiopental da Abbot Labora-

86Rb+ e frascos de polietileno para conta

tories (Ni. Chicago}.
gem de radiacgdo foi da New England Nuclear Corp. (Boston, Mo) .
Filtro foi da Millipore Corp. (Bedford, Mass.) e Complexo vitami-
nico Vitagold do Lab. Tortuga (Sac Paulo, SP.). Bomba peristalti
ca: Holter pump S-900 Extracorporeal Med. Spec. Inc. (King Prus-

sia, Pa). Insulina porcina e bovina, cristalizadas, fol da Eli

Lilly Lab. Indiandpolis, Ind.).



SOLugéﬁs

SOLugﬁo pE HANKS

segundo a composicdo salina descrita

10

A solucao para isolamento de ilhotas foi preparada

por HANKS

(1949), apresentando a seguinte formula:

cose.

Solugdo I

Solucao TII

Solucao III

na-se:

NaCl
KC1

CaClZ.ZH 0

2

MgSO4.7HZO

NaZHPOZ'zHZO

KH PO4

2

NaHCO3

H,0 destilada (g.s.p)

No momento de uso

8.000

o o=

0.400
0.185
0.200
0.060
0.060
0.350

fle] e =] =] 1]

1000 ml

adicionaram-se

&

WALLACE

0.5 g/1 de gli-

A solucdo de KREBS tem a seguinte composigao:

NaCl (0.460 M)

NaHCO; (0.096 M)
KC1 (0.020 M)

MgC1,6H,0 (0.004 M)

2
CaCl, 2H,0 (0.004 M)

Pa ra confeccao final da solugao de KREBS

500 ml
13.443 ¢
4.0325 g
0.7456 g
0.4067 g

0.29405g

adicio-
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1 vol. sol. I
1 voel, sol. II
1 vol. sol. III

1 vol. H,O

TRATAMENTO ESTATISTICO

TESTE T de STUDENT

Para avaliar a magnitude da variacao do efluxo do

86 . .
Rb calculou-se para cada experimento a diferenca entre os va

lores registrados depois da alteragaoc da condigac experimental
(300mh1) e os esperados, calculados pela extrapolagao da curva
exponencial baseada nos dados obtidos antes da alteragdo (12°
o _.
ao 30" min).
A significincia estatistica tanto para o efluxo

do 86

Rb quanto para a secrecao de insulina foi avaliado pela
aplicacao do teste t de Student sendo os resultados expressos
como médias e seus respectivos erros padroes.

0 tratamente referido foi utilizado para a confeg

cao da Tabela 1 e Figura 7.



RESULTADOS

EFEITo DO TIOPENTAL SOBRE O EFLUXQ DO 86RB+ DE ILHOTAS ISOLADAS

A Figura 1 ilustra o efeito de 16.7 mM de glicose

sobre o efluxo do 86

Rb de ilhotas perfundidas durante 70min A
introdugdo de glicose no 30° min de perfusdc induziu uma rapi-

da e persistente reducdo do efluxo. O cidlculo dos valores reais
do efluxo observados para o 34°, 36° e 38° min. de perfusao quan
do comparados com os valores tedricos obtidos pela extrapolagao
da curva para os respectivos minutos foram altamente significa-
tivos como demonstra a Tabela (1inha 1 ). A retirada da gli
cose do meio perfusor no 50° min. reverteu o efluxo para valo-
res semelhantes aqueles observados no periodé que precedeu a in
troducao da hexose {min. 52-70).

As Figuras 2, 3 e 4 ilustram o efeito do tiopen-

tal (0.2 mM) sobre o efluxo do 86

Rb. Observa-se que na ausencia
ou presenga de 6.0 mM de glicose o tiopental induziu uma signi-
ficativa reducao do efluxo do isdtopo durante todo tempo em que
esteve presente no liquido perfusor (min. 30-50). A Tabela mos
tra que,tanto na auséncia como na presenca de 6.0 mM de glico-
se,os valores reals de efluxo obtidos mnos min assinalados
(com excegao do min. 34 para glicose 6.0 mM) sao diferentes da-
queles calculados pela extrapolacao da curva (linha 2 e 3 )«

Quando a concentracao de glicose foi elevada Pa-
ra 16.7 mM (Fig. 4) o efeito da introducdo do tiopental (0.2mM)
£01 bastante atenuado, com diferenca significativa observada a-

penas no 38°% min., como pode ser observado pela Tabela (linha

4 ). As Figuras 2 e 3, mostram ainda que o efeito do tiopental
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FIGURA 1. Efeito da adicao de glicose (G 16.7 mM) sobre o eflu
xo de 86Rb. 0 efluxo foi expresso em termos de taxa
fracional do efluxo de 12° ao 70° min  de perfusdo.
Valores das médias + erro padrao sao mostrados para
cada grupo de experimentos (n). As linhas verticais
tracejadas indicam o intervalo no qual o 1iquido per

fusor derivou de uma determinada reserva.
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Os experimentos (n = 4) foram realizados na ausen-

Efeito do Tiopental 0.2 mM, sobre o efluxo de
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foi rapidamente revertido apos sua retirada do meio perfusor.

A Figura 5 ilustra o efeito da Menadione (20uM) ,
conhecido aceptor de H', que impede a formagao de nucleotideos
de piridina reduzidos, sobre o efluxo do 86Rb de ilhotas perfun
didas na auséncia de glicose. A introdugdo de Menadione no 30°
min induziu um ligeiro e duradouro aumento do efluxo de 86pp ,
dado éste confirmado pela Tabela (1inha 5) pelo menos para 0s
minutos 36 e 38.

A retirada da Menadione no 50° min de perfusao
nic reverteu o efeito estimulatorio da mesma. sobre o efluxo do
86pp que persistiu até o final do periodo de perfusao (min 70).

Finalmente a Figura 6 mostra que a Menadione in-
troduzida no meio de perfusao juntamente Com 0.2 mM de tiopen~

86py induzi-

tal nio foi capaz de inibir a reducio do efluxo de
do pelo barbiturato, embora uma tendéncia de aumentar o efluxo
se manifeste apds o min 44 de perfusao. A Tabela mostra valo-

res significativamente diferentes entre os valores reais e 0S

extrapolados teoricamente para 0S minutos 34, 36 e 38 (linha 6).

EFEITO DO TIOPENTAL SOBRE A SECRECAO DE INSULINA POR  ILHOTAS
pE LANGERHANS

N Figura 7 mostra o efeito de diferentes concen-
tracbes de tiopental sobre a secrecao de insulina por ilhotas
isoladas e incubadas em presenca de 6.0 mM de glicose. Na ausen
cia de tiopental a secregao atingiu 90.0 # 3.6 (N = 10) pl/
ilhota por 90 min. Em concentracio de 0.05 e 0.1 mM de tiopen-
tal nao houve diferenca estatisticamente significativa em rela
cdo ao controle (p < 0.3 e p < 0.15). Tiopental (0.2 e 1.0 mM) ,
potencializou a secregao, com esta aumentando respectivamente

16.6 e 33.3% em relacdo ao controle (p < 0.01 e p < 0.0005).
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DISCUSSAQ

0 emprego do tiopental aumentou consideravelmente
desde sua introdugao, atingindo popularidade provavelmente
nao igualada por qualquer outro anestésico. Embora os sais
de sddio do hexobarbital, quemital, tiamital e metohexital
sejam usadas como anestésicos intravenosos, o tiopental é
0 que se usa mais frequentemente.  ( PRICE" & DRIPPS,

1973).

A exemplo da maioria dos barbituratos, o tiopen-
tal € usado sempre quando se deseja obter um grau de depres~

sao inespecifica.

OQutros efeitos da droga tém sido relatados na li-
teratura tais como a nivel respiratdrio, ou mesmo prevencao
contra isquemia e indugdo de liberacao de histamina (REILZ el
alii, 1981; SKOOGH et alii, 1982; ASTRUP, 1980; HIRSHMAN, PE-
TERS & CARTWRIGHTLEE , 1982).

Virios estudos farmacoldgicos tem demonstrado que
os barbituratos, a semelhanca dos anestésicos locais reduzem
a condutdncia ao Na® e K' (TAYLOR, 1959; SHANES et afii, 1959;
BLAUSTEIN, 1968; SEVCIK, 1980).

No presente trabalho, propusemo-nos investigar as

86

possiveis alteragdes sobre o efluxo de " Rb e secrecdo de insu

lina em ilhotas de Langerhans, induzidas pelo barbiturato tio-
pental, bem como estudar os mecanismos envolvidos na  produgao
dessas alteracgoes.

Como ja descrito na Introdugao, a velocidade de

86

efluxo do Rb de ilhotas isoladas & menor na presenca que na
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auséncia de glicose. Em ambos os casos o efluxo diminui expo-

nencialmente refletindo saida passiva do 86

Rb das c&lulas (BOS
CHERO § MALAISSE, 1979). De fato, como pode ser observado na
Figura 1, a introdugao de 16.7 mM no meio perfusor,reduziu sig

86

nificativamente o efluxo de ~"Rb , o qual voltou aos niveis an

teriores somente apds a retirada da glicose do meio. 0O efei-

862b pode ser observado também

to da glicose sobre o efluxo de
quando se compara o efluxo deste isGtopo durante "a primeira

parte das Figuras 2, 3 e 4 (min 12 ao 30), respectivamente em
presenca de 6.0 e 16.7 mM,com periodo identico ao da Figura
1, quando o efluxo foi registrado na auseéncia de glicose. Tais
resultados corroboram inlimeras observacdes encontradas na lite
ratura (HENQUIN, 1978; HENQUIN § MEISSNER, 1982; BOSCHERO et
alii, 1977; MALAISSE et alidl, 1978; SEHLIN, 1975) sobre o efei
to da glicose no efluxo de 86Rb e,ao mesmo tempo oferece segu
ranca necessaria indicando que o sistema de perfusdo empregado
no presente trabalho apresenta~se em condi¢les satisfatdrias.

Uma vez observado o efeito da glicose sobre o e-

fluxo do 86

Rb passamos a estudar as possiveis alteracGes pro-
vocadas pelo tiopental (0.2 mM) sobre o referido parametro. Es
ta concentracido utilizada foi escolhida apés verificacdo que
a mesma potencializou significativamente a secregaoc de insuli
na por ilhotas isoladas e incubadas durante 90 min em presen-

ca de 6.0 mM de glicose (Figura 8). Estudos de atividade elé-

trica em c€lulas beta confirmam essas observacgdes e,mostram ain-

da.que a aplicacao do tiopental potencializa o efeito de con-
centracdes sublimiares de glicose despolarizando a membrana de tal
célula e induzindo potenciais de acao. (BOSCHERO E GONCALVES,
1982; BOSCHERO, GONCALVES § LANGONE, 1982). Na auséncia de gli

86

cose,o tiopental reduziu significativamente o efluxo do Rb
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como mostra a Figura 3. Tal reducao permaneceu numa con-
centracdo de 6.0 mM de glicose mas foi desprezivel quando se elevou
a concentracao de glicose para 16.7 mM. Esses efeitos sugerem
um efeito aditivo do tiopental ao da glicose. Alids, resultados
semelhantes a estes foram observados por HERCHUELZ (1980) e CAR
PINELLI § MALAISSE (1980), quando da utilizacfo do TEA, substan-
cia que sabidamente bloqueia os canais de K* sensiveis a volta-
gem e por HENQUIN ef afidi (1975) quando da utilizacao da quini-
na, substancia que inibe o efluxo de K através do bloqueio de

permeabilidade ao k" sensivel ao C32+.

Além das substancias referidas no paragrafo acima,
outras sdo capazes de aumentar secrecao de insulina e reduzir
o efluxo de 86Rb tais como a Tolbutamida, aminodcidos, acidos
graxos, etc. (MALAISSE et afii, 1980; HENQUIN, 1981; HENQUIN §
MEISSNER, 1981). Os efeitos dos aminoadcidos, dos dcidos graxos
bem como a prdpria glicose estdo diretamente relacionados com
sua metabolizagdo pela c€lula beta, com suas acdoes sobre a refe-
rida permeabilidade se  proeessando indiretamente, ~ou se
ja, através da alteracdo do estado redox da célula e consequente
geracao de ATP e principalmente H e NAD(P)}H (MALAISSE et alii ,
1979a, b, c¢; MALAISSE ei alii , 1980; BOSCHERO ef alii , . 1983 ;
PANTEN § ISHIDA, 1975; PANTEN et afil, 1973,

Como o pentobarbital (entre 2.0 e 3.0 mM) interfere
com o metabolismo celular, induzindo aumento da concentragdo de
NAD(P)H, seria licito supor que também a acdo do tiopental, sobre
a permeabilidade ao kK" na membrana, fosse consequéncia indireta
e resultante de seu cfeito sobre o metabolismo celular.

Para melhor esclarecer esta questao, realizaram- se
experimentos coﬁ a menadione, substancia aceptora de H e que
se mostrou efetiva em reduzir a formacao de NAD(P)H em ilhotas

isoladas (MALAISSE et alii, 1978).
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Em condicdes basais (na auséncia de glicose e tio-
pental) a menadione (20 M) aumentou significativamente a taxa de

efluxo do 86

Rb', o qual persistiu mesmo apds a retirada da droga
do meio perfusor (Figura 5). A introdugdo concomitante de tio-
pental e menadione no meio perfusor provocou uma significativa re
ducao do efluxo de 86Rb (Figura 6) semelhante aquele observado
quando da introdug3ao somente de tiopental (Figura 2).
Considerando-se que numa concentragao semelhante de
menadione, a secrecdo de insulina induzida por 16.7 mM de glico-
se foi totalmente abolida e,que a capacidade da glicose em redu

Opb' também foi drasticamente alterada (MALAIS-

zir o efluxo do 8
SE et alif, 1978), fica dificil afirmar que, o efeito do ~tiopen-
tal na concentragdo 0.2 mM , sobre o efluxo nas células beta
seja via aumento da concentracao de NAD(P)H.

A exemplo da agdo em outros tecidos, & providvel que

também nas cé€lulas beta,o tiopental aja diretamente a nivel de

’ T . . g o +
membrana inibindo preferencialmente a permeabilidade ao K .

0 efeito do tiopental sobre o efluxo do 86Rp pode
ser comparado com aquele observado por HERCHUELZ (1980) e CARPI-
NELLI § MALAISSE (1980) usando a TEA. Contudo, em situacao expe
rimental semelhante, o efeito potencializador da TEA sobre a se-
crecao de insulina‘foi muito maior que aquele observado  quando
do uso do tiopental. Isto nos leva a considerar que possivelmen
te o tiopental aja em outras etapa(s) da secregao interferindo
negativamente na(s) mesma(s). A propdsito, HELMAN (1977) sugere
que o pentobarbital participa da redistribuigié do C32+ intrace-
lular. Recentemente, experimentos pilotos indicam uma possivel
redugao da incorporacao de Caz* por ilhotas durante 90 min. (BOS

CHERO, comunicacao pessoal). Tal redugdo pode ser imputada a
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uma ridpida reducgac da permeabilidade ao Ca’ quando do emprego de

glicose mais tiopental.

Concluindo, o presente traba}ho mostra que o tiopen-
tal, na concentracao de 0.2 ﬁM, potencializa a secrecao de insu-
lina provavelmente através da redugdo da permeabilidade do K
na membrana das células 8. Os resultados obtidos com a menadip
ne indicam uma acdo direta do anestésicos sobre a membrana ao in

vés de uma agdo indireta via aumento dos nucleotideos de piridi

na reduzidos nas células secretoras de insulina.



RESUMO E CONCLUSOES

Com o presente trabalho objetivamos estudar 0s
efeitos do tiopental sobre a secrecao de insulina e a permea-
bilidade ao X' em ilhotas isoladas. Tal propdsito advém do
fato desse anesté€sico reduzir a permeabilidade ao K" em ou-

tros tecidos.

Na realiza¢do do projeto utilizaram-se  ilhotas
isoladas com as quais se mediram a secrecao de insulina e o

86

efiuxo de °Rb (substituto do KV).

Para a secrecdo de insulina, ilhotas de  Langer
hans isoladas pelo método da colagenase foram incubadas duran
te 90 min a 37° na presenca de 6.0 mM de glicose e diferentes
concentragoes de tiO@entaLQ Apds a incubagdo avaliou-se a se
crecido pela técnica dé RIE.

Para andlise do efluxo de 86

Rb , grupos dé 100
ilhotas cada foram pré incubados durante 90 min, lavados 4 ve
zes e transferidos para uma camara do 0.25 ml contendo filtro
milipore e perfundidos com o auxilio de uma bomba peristalti-
ca na razdo de 0.5 ml/min durante 70 min. A solugao perfuso-
ra provinha de dois recipientes, sendo que a solugdo contro
le foi mantida no 19 frasco e, no 29, as substancias em estudo.
0O perfusato durante os 30 minutos iniciais foi proveniente do

1¢ frasco, do 309 min ao 50° min proveniente do 29 frasco e

do 19 frasco até o final da perfusido. O efluente coletado a

cada 2 min foi avaliado em termos de fracao de efluxo.

Os resultados obtidos foram:
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Em presenca de 6.0 mM de glicose, tiopental (0.2 mM) aumen-
tou significativamente a secregao de insulina, nas concentra

gGes 0.2 e 1.0 mM.

Na auséncia ou presenca de 6.0 mM de glicose, tiopental Te

86

duziu significativamente o efluxo de Rb .

Em presenca de 16.7 mM de glicose, o efeito de tiopental foi

praticamente inexistente.

Tiopental (0.2 mM) reduziu significativamente o efluxo do

86Rb+ na presenca de Menadione.

Em todas as perfusOes o efeito do tiopental foi rapidoc e ime
diatamente revertido quando da sua retirada do Iiquido per

fusor.

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir

que:

1.

2.

3.

Na auséncia ou presenca de concentracoes sublimiares de gli
cose, o tiopental na concentragdao de 0.2 mM induz a um blo
queio da permeabilidade aoc K+. Este efeito parece ser aditi-
vo ao da glicose uma vez que em 16.7 mM de glicose o tiopen

tal praticamente nao reduz a permeabilidade de tal ion.

0 efeito do tiopental sobre a retengdo de K" parece ser pre

dominantemente um efeito de membrana.

A potencializacdo da secregdo de insulina pelo tiopental em
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presenga de 6.0 mM de glicose provavelmente foi devido a

um bloqueio da permeabilidade ao K.
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