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[, INTRODUCAQ

1. CONSIDERAGOES GERAIS

Os conceitos propostos por Cléude Bernard sobre.
meio interno e a necessdria constancia deste para a sobrevivén
cia dos organismos num meio extremamente varidvel, foram um
marco decisivo para o desenvolvimento da fisiologia moderna.

Particularmente, suas descobertas sobre a exis-
téncia e o funcionamento de um sistema glicorregulador nos ani
mais , tém sido objeto de estudo de inlimeros pesquisadores nas
iltimas décadas. |

A insulina tem papel singular no processo homeos
tatico da glicose. Esse hormdnio tem a  funcgao de  re
duzir a concentracao da glicose sanguinea, promovendo a sua
captagao por diversos tecidos e inibindo sua liberacao pelo fi-
gado.

A concentragao de insulina no plasma & determina
da exclusivamente por sua taxa de secregao, e nao por seu ca-:
tabolismo em outros tecidos (CAHILL, 1976 apud HEDESKOV, 1980 ).
Portanto, & necessadrio que as cé&lulas beta sejam altamente sen
siveis ds variagoes da glicemia. Consequeﬁtemente, o] estudo
dos eventos relacionados ao acoplamento estimulo-secrecao de
insulina, reveste-se de particular importancia para a compreen
sao da pronta e eficaz glicorregulacao, realizada por esse hog‘
ménio. A importancia destes estudos pode ser realgada  ainda
mais, se tivermos presente que sérios distlirbios observados no
diabete melito, ou em sindromes hipoglicémicas, estao relacio
nados a perda de sensibilidade das cé&lulas beta em detectar

as variacOes do estado glicémico do individuo (HEDESKOV,




1980; ATWATER, ROSARIO, ROJAS, 1983; MALAISSE, 1984).

0 estudo do mecanismo de secregio de insulina pe
la célula beta, tem enfrentado uma série de dificuldades técni
cas relacionadas com a peguena massa tecidual das ilhotas de
Langerhans, com a posigao estratégica ocupaﬁa por estas no pan
creas e com a presencga de outros tipos de células secretoras nesses
microdrgaos. Nao obstante, progressos significativos tem si—l
do alcangados nos estudos "in vitro", a partir do desenvolvi -
mento das técnicas de isolamento das ilhotas de Langerhans e
de radioimuncensaio (para revisao veja HEDESKOV, 1980).

Sabe-se hoje que embora ¢ mais potente estimulo
fisiolbgico para a secregao de insulina no homem, seja dado pe
la glicose, ela também pode ser induzida por outros substratoé
energéticos, tais como aminoicidos, &cidos graxos e corpos ce-
tonicos. Além disso, tem sido atribuida aos hormdnios do tubo
digestivo, e a neurotransmissores, como acetilcolina e cateco-
laminas uma funcgao moduladora da secrecac (GERICH, CHARLES &
GRODSKY, 1976).

Ainda, para a perfeita regulacac do mecanismo de
secregao, tem sido proposta tamb@m a participacdo de um contro
le paracrino, exercido pela prdpria insulina, pelo glucagon e
pela somatostatina, e de um controle através de comunicagoes
intercelulares, wvia "gap junctions", nas ilhotas de Langerhans
(UNGER, DOBBS & ORCI, 1978; EDDLESTONE, GONCALVES, BANGHAN &
ROJAS, 1984; MEDA, ATWATER, GONCALVES, BANGHAN, ORCI & ROJAS ,
1984; SANTOS, MEDA & ROJAS, 1986).

No gue tange a segregéo de insulina induzida por
glicose, sabe-se que o aumento da concentracao deste secretago
go no meio extracelular provoca uma série de alteragoes na fi

siologia da cé&lula beta, que culmina com a liberagao do hormdé-



nio. Tais alteracbes envolvem: a metabolizagdo da glicose, o
consumo de 02, o estado redox, a producao de calor, o pH ihtrg
celular, a biossintese de proteinas, a formacao de "gap Jjunc-
tions", a produgao de AMP ciclico, o "turnoyer“)de fosfolipi-
deos, a fosforilagao e desfosforilagao de proteinas, os flu-
xo0s de certos ions e a atividade elétrica na célula beta (HE-
DESKOV, 1980; BOSCHERO, DELATTRE & GONCALVES, 1984; MALAISSE,
1984). |

Entretanto, ainda & motivo de controvérsia qual
& a sequéncia cronoldgica desses eventos e quais sao as rela.
coes de causa e efeito existentes entre eles, que levamlé ati-
vagdo do sistema efetor, formado pelos microtibulos, microfila

mentos e pela propria membrana celular.

~ + —
2. PARTICIPA;AO D0 K NA SECRECAO DE INSULINA

Desde a década de 1960 ficou demonstrada a im-
portancia da composicgao idnica do meio extracelular para o de
sencadeamento do processo de secrecao de insulina. GRODSKY &

BENNET (1966), perfundindc pancreas de rato na auséncia de

glicose, verificaram que a elevagao da concentragao de Kt
extracelular aumentava a secrecac de insulina. - HALES
& MILNER (1968a, b) estudando . o  efeito - de' meios com

diferentes composigOes idnicas sobre a secregao de insulina,
em fragmentos isolados de pancreas de coelho , confirmaram os
resultados de GRODSKY & BENNET (1966). Sbservaram ainda, que
o miximo de estimulagdo de estimulagdo da secregao ocorreu em
presenca de 55,5 mM de K,

HOWELL & TAYLOR- (1968),utilizando ilhotas isola-

' + -
das de coelho, estudaram o influxo e o efluxo de K na célula



bet:a (utilizando 42K como tracador) durante a secregac de in-

sul ina estimulada por glicose e/ou tolbutamida. Verificaram
gue: ocorreu um aumento da incorporagao do radioisdOtopo  pela
célula beta, quando a concentrac¢ao de glicose fdi elevada de
2,8 mM para 14,0 mM. Porém o mesmo nao foi observado gquando
foram adicionados 0,2 mg/ml de tolbutamida a um meio conten
do 2,8 mM de glicose. Sugeriram entac, que o aumento de in-
corporacao de 42K pelas células beta, observado em presenca
de 14 mM de glicose,seria uma consequéncia do metabolismo do
secretagogo, mas sem estar relacionada diretamente a secregao
de insulina.

As observagdes de SEHLIN & TALJEDAL (1974, 1975)
sokre a.retengéo de maiores guantidades de K+ {usando 86Rb co
mo tracgador) pelas cé€lulas beta em presenga de glicose, le-
vow=-0S8 a sugerir que esta retencao contribuiria para a despo-~
larizagao da membrana. Esta & uma importante etapa para a se
cre:cao de insulina (MEISSNER & SCHMELZ, 1974; BOSCHERO et
alii, 1984). /

BOSCHERO, KAWAZU, DUNCAN & MALAISSE (1977) =]
HENIQUIN (1978) mostraram que a retengao de K provocada pela
glicose em ilhotas isoladas de rato, era acompanhada da redu
cac do efluxo deste Ion. Este evento ocorfeu de uma maneira
raipida e duradoura, sendo também rapidamente revertido pela
retirada da glicose do meio perfusor. BOSCHERO et alii (1977)
verificaram também qgue a reducgao do efluxo de K' ocorria tan-
to na presenca guanto na auséncia de Na+ e /ou Ca2+. Tal ob-
servagdo levou-os a propor que a glicose possui uma agac blo
gueadora da permeabilidade ao K+, na membrana da célula beta.

A correlagd@o existente entre redugao do efluxo

+ ~ : . ;
de K e secregao de insulina, em presenca de diferentes con
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centracoes de glicose, foi evidenciado por HENQUIN (1978) e
MALAISSE, BOSCHERO, KAWAZU & HUTTON (1978a}. Corroborando estas ob
servagoes, CARPINELLI & MALAISSE (1980) mostraram que além da gli
cose, outras substancias tais como tetraetilaménia (TEA) e
quinina, bloqueadores da PK (V) e da P‘K(Cazf)i, potencializam
a secrecgad de insulina.

Por outro lado, BOSCHERD, RAWAZU, SENER, HERCHUELZ &
MATAISSE (1979) cobservaram que a vali_nomicina, conhecido iondforo
de K+, aumentou o efluxo deste Ion na c¢é&lula beta e inibiu com-
pletament@ a secrecgado de insulina induzida por 16,7 mM de glicose.

Ainda @& motivo de controvérsia, o mecanismo exato
pelo gqual a glicose afeta a permeabilidade ao K" e induz a secrecao
de insulina. Entretanto diversos autores tém demonstrado ser  ne-
cessaria a metabolizagao do secretagogo, para que tais efei-
tos sejam produzidos (ASHCROFT, 1976; MALATSSE, SENER, ROSER &
HERCHUELZ, 1976b; BOSCHERO & MALAISSE, 1979; HENQUIN, 1980).

TALJEDAL (1981) sugeriu que as alteragoes da permea
bilidade da cé&lula beta ao K’ dependeriam da reducao de grupa
mentos S-S de proteinas, do tipo tiorredoxinas, existentes na
membrana. Este evento por sua vez, dependeria da doagao de H pelo
:lsIAD(P)I—I2 gerado durante a metabolizacao da glicose. Neste sen
tido PACE, TARVIN & SMITH (1983) propuseram um modelo onde a va-
riacac do pH intracelular, -decorrente do Processo glicolitico, se
ria responsavel pela oscilacao da permeabilidade ao xt e, consequen-
temente, pelas caracteristicas da atividade el@trica  padrao
da célula beta.

-

Recentemente, reforcando a hipdtese da necessidade da

PK(V}: permeabilidade ao K" controlada pelo valor do potencial de mem -
brana.

PK (Ca2+)i: permeabilidade ao K" controlada pela concentracao citosdli-
ca do calcio.




metabolizagao da glicose para o controle da permeabilidade ao K+,
ASHCROFT, HARRISON & ASHCROFT (1984) e COOK & HALES (1984) e-
videnciaram a existéncia de uma permeabilidade ao K bloqueavel por

ATP intracelular.

—~ 2+ ~
3. ParTICIPACAO DO CA NA SECRECAO DE INSULINA

0 ion calcio desempenha importante papel regula-
dor, em grande numero de mecanismos fisiologicos celulares. Dentre es-—
tes, destacamrse os processos de acoplamento excitagdo contracao
em células musculares e os processos de acoplamento estimulo-se-
cregao, em neurdnios e cdlulas glandulares (PETERSEN, 1980).

Os primeiros trabalhos "in vitro" que evidencia-
ram a importancia do Ca2+ na secregao de insulina, fdram rea-
lizados por GRODSKY & BENNETT em 1966, Estes autores observa-
ram que a auséncia de Ca2+ no meio extracelular, inibiu a secrecgao
de insulina induzida por glicose, o que foi confirmado poste-
riormente por outros autores (MIINER & HALES, 1967; MALAISSE ’
BRISSON & MALAISSE-LAGAE, 1970; MALATSSE, BRISSON & BIRD, 1973).
Comprovagio inequivoca da importincia do Ca®' extracelular foi  obtida
por DEVIS; SOMERS & MALATSSE em 1977,20 demonstrarem que altas concen -
tracoes de Ca2+ (acima de 10 mM) estimulam "per-se” .a isecre-
cao de insulina de ilhotas isoladas de rato.

Ha evidéncias gue permitem supor gue nas células be-
ta, © Ca2+ participe numa etapa final do processo secretOrio. Es-—
sa participacdc diz respeito 3 redugdo da carga elétrica na regiao sub
jacente 3 membrana plasmitica, facilitando a fusao das vesiculas
cam esta, e/ou ativando as proteﬁlasqoontrétais dos microtibulos e micro-
filaméntos, que sdo os responsaveis pela movimentagdc dos gra

nulos no citoplasma (MALAISSE, MALATSSE-LAGAE, WALKER & LACY, 1971 ;

PIPELEERS, MARICHAL & MALAISSE, 1973; DAHL & GRATZL, 1976.



A analise da distribuigao do calcio pelos dife-
rentes compartimentos da c&lula beta, realizada através de di
versas técnicas, mostrou qgue os principais depdsitos deste
jon localizam-se nas mitocoOndrias, reticulo endoplasmatico ,
vesiculas secretdrias e membrana plasméticé { WOLLHEIM &
SHARP, 1981). PRENTKI & WOLLHEIM (1984), analisando a capaci-
dade de orgénelas isoladas de insulinomas de rato em ‘tampona
rem O Ca2+, sugeriram que as mitocondrias e o reticulo endo-
plasmatico, controlam a curto prazo, a concentragéo de Ca2+
citosdlico.

Em 1971, MALAISSE~LAGAE e MALAISSE observaram gue
concentragoes insulinotrdpicas de glicose, promovem incorpora-—
cao de ca’? pela cé&lula beta. Observaram também que a relacac entre
a incoiporagéo do ion e a concentragao de glicose & sigmoidal,
semelhante 3 que se verifica entre secregdo de insulina e dife
rentes concentragoes desse secretagogo.

Demonstrou-se ainda, gue a secregao de insuli-
na & estimulada por iondforos do Ca2+, do tipo A-23187 e X-
537A, (HELLMAN, 1975; KARL, ZAWALICH, FERRENDELLI & MATSCHINSKY,
1975) e & inibida , por antagonistas inorganicos e organi
cos desse ion, tais como: La3+, Mgz+, Coz+, Verapamil, D-600,
nifedipina e antibidticos aminoglicosidicoé (HENQUIN & LAMBERT ,
1975; HELLMAN; SEHLIN & TALJEDAL, 1976a; MALAISSE, DEVIS, HER
CHUELS, SENER & SOMERS, 1976a; MALAISSE & BOSCHERO, 1977; BOS
CHERO, DELATTRE & SANTOS, 1981l; DELATTRE, SANTOS & BOSCHERD, 1982).

E consenso entre os autores, que a finalidade do
acimulo de calcio na célula betg, induzido por glicose, & de
elevar a concentragao intracelular desse ion aos niveis neces
sédrios a efetuagao da secrecdo de insulina (nesse sentido revi

soes foram apresentadas por HEDESKOV, 1980 e WOLL-



HEIM & SHARP, 1981). Para tanto,este secretagogo deve pro-
mover alteracoes na dina@mica dos mecanismos celulares, respon-
saveis pela homeostose do calcio (MALAISSE, HERCHUELZ, DEVIS,
SCMERS, BOSCHER(®, HUTTON, KAWAZU, SENER, ATWATER, DUNCAN, RIBA
LET, ROJAS, 1978b; TALJEDAL, 1981; PRENTKI é WOLLHEIM, 1984). |

Tem sido proposto gue alteracgoes tais como: au-
mento da afinidade ionoforética da membrana para o calcio, ini _

+ , -~ .
2t o ativacao de uma permeabi-

bicao do contratransporte Na+/Ca
lidade ao Ca2+ voltagem—-sensivel, observados durante a secre-
cao de insulina, sao decorréncias diretas do metabolismo da.
glicose (MALAISSE et alii, 1973; HELLMAN, SEHLIN & TALJEDAL .
1976b; MALAISSE et alii, 1978b).

Além disso, vem se firmando nos @iltimos anos, a
hipéteée de uma agﬁo coadjuvante e moduladora do AMP ciclico ,
Calmodulina e Fosfoinositol, no aumento do calcio citosdlico
e na secrecao de insulina induzida por glicose ( MALAISSE &
MATATSSE-LAGAE, 1984; VALVERDE & MALAISSE, 1984; BEST, DUNLOP
& MALATSSE, 1984; HARRISON, ASHCROFT, CHRISTIE & LORD, 1984).

Estudando o efluxo de 45

Ca em ilhotas isoladas e
perfundidas HERCHUELZ (1880), mostrou que a glicose em concen-
tragoes sublimares induziu redugao do efluxo. Entretanto, em
roncentragoes limiares ou supralimiares, a'glicose promove  um
efeito bifasico, isto &, apds aproximadamente 60 segundos da
introdugéo da glicose, observa-se uma queda brusca do efluxo,
seguida apds poucos minutos , de uma elevacao igualmente rapi-
da (MALAISSE et alii, 1973; HERCHUELZ, 1980).

Considerando o padrdc bifésico da secregao de in
sulina e a correspondéncia temporal entre a dindmica da capta-

4SC

cao e efluxo de a, induzidos por glicose na célula beta ’

WOLLHEIM, KIKUCHI, RENOLD & SHARP (1978), propuseram que a pri



-~ : . + ;
meira fase de secregao seja ativada por Ca2 prontamente dispo
nivel no citosol, enguanto que a segunda fase, depende do Ca2+
mobilizado dos estogues subcelulares e daquele proveniente do

meio extracelular.

4, ATIVIDADE ELETRICA DA CELULA BETA

4.1. Atividade Elétrica e Secrecao de Insulina.

Sabe-se que a distribuicdo de Ions através = da
membrana das células, gera uma diferenca de potencial, cujo
valor & funcio da permeabilidade relativa de cada Ion. Varia-
goes deste potencial de membrana, estdo associados a  fungoes
especificas das células, tal como se pode observar em fibras mus-
culares, fibras nervosas e células glandulares (PETERSEN, 1980;
PACE, 1984).

As observagoes relativas a dependéncia idnica do
mecanismo de secregao de insulina, levaram a suspeitar que as
primeiras etapas do acoplamento estimulo~secrecdo, poderiam en
volver alteracdes da permeabilidade idnica da cé&lula beta e
consequentemente de seu potencial de membrana.

DEAN & MATTHEWS (1968), através da técnica de re
~r1stro intracelular com microeletrodos ultrafinos, observaram
pela primeira vez variacgdes caracteristicas de potencial de
membrana, induzidas por glicose, em cé&lulas beta de ilhotas
isoladas de pancreas de camundongo. A hipdtese de uma Intima
relacdo entre o fendmeno el&trico e o fendmeno secretor, foi
reforcada ao se verificar que o primeiro sO ocorre em presen-
ca de concentragoes insulinotrbpicas de glicose, isto €, aci
ma de 5,6 mM (DEAN & MATTHEWS, 1968; DEAN & MATTHEWS, 1970 ;

PACE & PRICE, 1972; MEISSNER & SCHMELZ, 1974).
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MEISSNER & ATWATER (1976), comparando a cinéti-
ca da atividade elétrica das células beta, induzida por glico
se e por glibenclamida, com a cinética da secrecao de insuli
na induzida por estes secretagogos,relatada por outros auto
res, encontraram sugestivas evidéncias de uma direta correla-
¢ao temporal entre os dois fendmenos. Recentemente, tais evi
déncias foram confirmadas, através de registros simultaneos da
atividade elétrica e da secregao de insulina, induzidas por
glicose, numa mesma ilhota isolada de camundongo (SCOTT, ATWA-
TER & ROJAS, 1981; SCOTT, ROSARIO & ATWATER, 1983; SCOTT, DAW-
SON & GONCALVES, 1985),

Varios pesquisadores tem demonstrado, que ou-
tros segretaqogos da insulina tais como: gliceraldeido, leuci-
na, arginina, cetoisocaprcato, 3-fenilpiruvato e tolbutamida ,
potencializam a atividade elétrica provocada por glicose, ou
induzem uma atividade elétrica similar em cé&lulas beta (DEAN,
MATTHEWS & SAKAMOTO, 1975; HUTTON, SENER, HERCHUELZ, ATWATER,
KAWAZU, BOSCHERO, SOMERS, DEVIS, MALAISSE, 1980; HENQUIN: &

MEISSNER, 1981, 1982).

4,2, Caracteristicas da atividade elétrica das ceélulas

beta, induzida por glicose..

A célula beta, na auséncia ou em presenga de con
centragoes sublimiares de glicose para a secregao de insulina,
apreseﬂza um potencial de membrana estavel em torno de -60 a
-70 mV (ATWATER, RIBALET & ROJAS, 1978; MEISSNER, HENQUIN &
PREISSLER, 1978). A sibita elevagao da concentracgao da glico-
se a valores insulinotrdpicos (acima de 5,6 mM), a célula pas

sa a exibir uma atividade elétrica de natureza bif3asica, ana-
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loga aguela observada na secrecao de insulina (MEISSNER &
PREISSLER, 1979; ATWATER, 1980a; SCOTT et alii, 1981). Esta
atividade caracteriza-se na sua primeira fase, por uma despola
rizacao lenta e gradual (5-10 mV em cerca de 1 minuto apds a
adicao de 10 mM de glicose), seguida deluma-despolarizagéa ré—‘
pida até um potencial de aproximadamente -45 mV, a partir do
qual sao deflagrados sucessivos potenciais de agao. Apds apro
ximadamente 1 minuto, esta atividade cessa e tem lugar uma re
polarizagao de 5 a 10 mV, gque & seguida da geragdoc de sucessi-
vas ondas lentas, a&s quais se superpaem surtos de potenciais}
de acao ("bursts"). Este padrao de atividade, caracteriza a se
gunda fase da atividade elétrica da célula beta, que pefsiste
enquanto a glicose estiver presente. A analise da segunda fa
se reveia que cada onda lenta & constituida de uma despolariza
cao de poucos milivolts, até um potencial limiar (semelhante
aos pré-potenciails cardiacos). A partir desse segue-se uma
despolarizacgao rapida até um potencial em platd, cujo valor
varia entre =40 e -35 mV (fase ativa). Os potenciais de agao
superpostos ao platd, apresentam amplitude e duragdo variaveis
entre 3 e 30 mV e entre 50 e 150 ms, respectivamente. BSua fre
quéncia, elevada no inicio, decai exponencialmente &8 medida
que © platd se aproxima do seu final. O final do platd & de-
terminado, por uma repolarizacgao rapida até& um potencial i
geiramente mais negativo que o potencial limiar. Entre duas
ondas lentas sucessivas, ocorre um pericdo no gual o potencial
de membrana permanece estavel (-50 a ~45 mV) séndo denominado
fase silente (MEISSNER & PREISS%ER, 1979; ATWATER, 1980a; BOS-
CHERO et alii, 1984).

Tem se verificado, que d medida qgue a concentra

géo da glicose & aumentada, a partir do seu valor limiar, a du
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racao da fase ativa também aumenta e a fase silente diminui.

Sendo gue, em concentrag&es de glicose acima de 16,7 mM, a cé
lula permanece despolarizada ao nivel do potencial do platdo |,

disparando continuamente potenciais de agdo (BEIGELMAN, RIBA-~

LET & ATWATER, 1977; MEISSNER & PREISSLER, i979; ATWATER, 19808.;.
BOSCHERO et alii, 19B4).

A duragao do periodo de platd, em fungdo da con
centragao externa de glicose, obedece uma curva sigmoidal, se-
melhante d curva dose-resposta da secreg¢ao de insulina induzi
da por glicose. Entretanto, cumpre saiientar que a amplitude‘
dos potenciais de acgao, nao sofre mudang¢as com ¢ aumento da
concentracao do secretagogo (MEISSNER, 1976a; MEISSNER &.ATWAW
TER; 1976; MEISSNER & PREISSLER, 1979; ATWATER, 1980a).

Fato importante, também, € gue o padrao da ativi
dade elétrica induzido por glicose, no que diz respeito & fre
quéncia de ondas lentas e dos potenciais de agdo, & igual em
todas as cé&lulas beta de uma mesma ilhota. Entretanto entre
células beta de ilhotas diferentes, o ritmo da atividade pode
diferir (MEDA et aliil, 1984).

Paralelamente as variacoOes de potencial, a glico
se induz também alteragbes no valor da resisténcia elétrica da
membrana. Embora os valores absolutos regiétrados por diferen
tes autores, apresentem certa variagao, tem-se verificado que
no decorrer da atividade elétrica induzida por 11,1 mM de gli-
cose, a resisténcia € significativamente mais elevada que na
ausénecia do secretagogo. Entretanto, ocorrem oscilagoes que  acompa
nham as flutuagOes do potencial de membrana = (ATWATER, DAWSON, RIBALET &
ROJAS, 1979a; RIBALET & BEICELMAN, 1979; ATWATER, GONCALVES & ROJAS,
1982).

ATWATER et alii (1978), observaram que durante
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a fase silente, a resisténcia eleva-se lentamente no inicio e
mais rapidamente ao final, até& um valor maximo, reduzindo ~ se
a seguir de maneira brusca, concomitantemente a despolarizacao
rapida da onda lenta. Durante o periodo de platé, a resistén
cia se reduz até atingir um valor minimo, momentos antes de
ocorrer a repolarizagao da onda lenta.

RIBALET & BEIGELMAN (1979), cobtiveram resultados
semelhantes para a fase silente, mas nao no que se refere ao
comportamento da resisténcia durante o periodo de platd. Es-
tes autores moétraram, gue apds a gueda brusca da resisténcia -
no inicio da fase ativa, ela torna a se elevar rapidam@nte até
valores proximos aos do final da despolarizagao da onda lenta.
No inicio da repolarizacao da onda lenta, sofre uma nova queda
brusca.

Entretanto,deve-se observar que o valor médio da
resisténcia da membrana durante a fase silente, registrada por
estes autores, fol sempre superior ac da fase ativa.

Além destes efeitos da glicose, também foi de—
monstrado que ela afeta a comunicagao entre as células da ilho
ta. MEISSNER (1976b), realizando registros simultaneos da ati
vidade elétrica em duas células beta de uma mesma ilhota, veri
ficou que a glicose induz um aumento da sinéronia entre elas.
O mesmo fol observado por EDDLESTONE et alii (1984) e MEDA
et alii (1984). Além disso, EDDLESTONE et alii (1984) observa
ram uma reducaoc da resisténcia juncional entre as c&lulas da
ilhota,quando exposta.giglicose e/ou a glibenclamida, O que
possibilita maior acoplamento elétrico entre elas. O aumento
na comunicagao elétrica nas ilhotas, tem sido atribuido ao au
mento do numero de "gap junctions" entre as cé&lulas promovido

por glicose ou glibenclamida (MEDA, PERRELET & ORCI, 1979).
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4.3. Participagao dos ions na atividade elétrica da

célula beta.

Embora o potencial de repouso da célula beta, se
ja determinado principalmente pela alta perméabilidade da mem
brana ao K+, ele & menos negativeo que orpotencial de equili-
brio deste Ion (ATWATER et alii, 1978; MEISSNER et alii, 1978;
BOSCHERO, GONGCALVES, DAWSON, ATWATER & ROJAS, 1983a). Isto po
de ser devido ao efeito despolarizante do influxo basal de sddio e pos
sivelmente também, & agao eletrogénica de um contratransporte ',N'5+/Ca2+
MATTHEWS & SAKAMOTO, 1975; RIBALET & BEIGELMAN, 1982; HENQUIN &
MEISSNER, 1984a).

A despolarizacgao da membrana da c€lula beta, induzida
pela introducao da glicose no meio perfusor, bem como o pré-potencial e
a despolarizacgao ripida da onda lenta, tem sido interpretada
como sendo uma gradual reducao da permesbilidade ao K. Esta hipote~-
se é apoiada principalmente pelos seguintes fatos:

a) a glicose reduz a taxa de efluxo de K nas c@
lulas beta, de maneira dose dependente (HENQUIN, 1978; BOSCHE-
RO & MALAISSE, 1879);

b) bloqueadores da permeabilidade ao K', tais co-
mo, quinina, 9-amincacridina e tetraetilamonia (TEA) induzem atividade
elétrica na auséncia de glicose, ou em presencga de concentra -
coes sublimiares desse secretagogo QﬂWHﬁﬂleteﬂii,lB?%y ATWA-~
TER et alii, 197%; HENQUIN, MEISSNER & PREISSLER, 1979; MEISSNER
& PREISSLER, 1979); —

c) a atividade elétrica e a secregdo de insulina ,
induzidas por glicose, sao inibi&as pelo iondoforo de K+, va-
linomicina (HENQUIN & MEISSNER, 1978; BOSCHERO et alii, 1983a);

e finalmente,
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d) tem sido observado que a despolarizagao da
membrana induzida por glicose, estd associada ao aumento da
sua resisténcia elétrica (ATWATER et alii, 1978; RIBALET &

BEIGELMAN, 1979; ATWATER et alii, 1982).

H& claras evidéncias da existéncia de trés tipos
de permeabilidade ao XK' na membrana da célula beta. O primei
ro deles & sensivel & voltagem e & bloqueado farmacologicamen-—
te pela tetraetilamdnia (HENQUIN, 1977; ATWATER et alii (1979b).
O segundo & ativado pelo aumento da concentracao intracelular
do Ca2+ e & blogqueado farmacologicamente pela gquinina (ATWA~-
TER et alii, 1979a) e glibenclamida (FERRER, ATWATER, OMER ",
GONCALVES, CROGHAN & ROJAS, 1984). .O terceiro, recentemente
demonstrado por ASHCROFT et alii (1984) e por.COOK & HALES ,
(1984), através da técnica de "patch clamp", & blogueado por
ATP intracelular.

A despolarizacao da onda lenta, parece decorrer

- (WOL

da inativagao da permeabilidade de K' sensivel ao Ca
LHEIM & SHARP, 1981; ATWATER et alii, 1982; ATWATER et alii ,
1983) ou dependér de um aumento da permeabilidade ao Ca2+, sen
sivel @ voltagem (HENQUIN & MEISSNER, 1984a).

Os potenciais de acgao deflagrados durante o pla
td das ondas lentas, tem sido interpretados como potenciais
lentos de Ca2+, gerados pelo influxo do Ion através de canais
sensiveis a voltagem (DEAN & MATTHEWS, 1970; RIBALET & BEIGEL-
MAN, 1980; ATWATER, DAWSON, EDDLESTONE & ROJAS, 1981; MEISS-
NER & SCHMEER, 1981; DAWSON, ATWATER & ROJAS, 1984).

A auseficia do Ion cdlcio no meio de perfusao, ini
be a deflagragao dos potenciais de agao, ao passo que O aumen-

to de sua concentragéo, eleva a frequéncia e a amplitude dos

mesmos, © que tem sido interpretado como uma indicagao do in-
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fluxo de Ca2+ (ATWATER & BEIGELMAN, 1976; MEISSNER & SCHMELZ ,
1974; MEISSNER & PRETSSLER, 1980; RIBALET & BEIGELMAN, 1980).

A participagao do Ca2+ na geragao dos potenciais
de acdo, tem sido demonstrado também pelos efeitos do seu iond
foro A23187 e dos seus antagonistas: C02+, Mn+ e D-600 (ATWA-
TER, 1980b; MEISSNER & PREISSLER, 1980; MEISSNER, PREISSLER &
HENQUIN, 1979; RIBALET & BEIGELMAN, 1980). Og efeltos 4oOS iond-
foros sao andlogos aos da elevagao da concentragao de ca’? extrace
lular e os dos antagonistas, assemelhamse aocs. da omissao do ion
do meio de perfusao. |

A hipdtese de que a deflagragao dos  potenciais
de acdo, & consequéncia da ativacdo de uma permeabilidade de
Ca2+ sensivel a voltagem, foi recentemente corroborada por
ATWATER et alii (1982). Estes autores confirmaram que ©Os
potenciais de acao podem ser estimulados ou suprimidos, por in
jegao de corrente despolarizante ou hiperpolarizante, respecti
vamente. Observaram també&m, que com a inibicdo dos potenciais
de acdo, a resisténcia da membrana permanece elevada durante O
platd.

| Quanto & repolarizagao da onda lenta, tem sido

apresentadas evidéncias a favor de um aumento da permeabilida-
de da membrana ao K", resultante da ativagéé de canais de K"
sensiveis ao aumento da concentragdo do calcio citosdlico, que
ocorreu durante o periodo de platd (ATWATER et alii, 197%a i
HENQUIN, 1979; HENQUIN, MEISSNER & PREISSLER, 1979; RIBALET &
BETGELMAN, 1979; ATWATER, 1980a; ATWATER et alii, 1983).

Entretanto, tem sido proposta também a possivél
agao cooperativa, da ativagdo de canais de kK" sensiveis & vol-
tagem e da inativacdo de canais de ca’t sensiveis & voltagem ,

para o desenvolvimento desta etapa da atividade elétrica da




17

célula beta (HENQUIN & MEISSNER, 1984a).

O efeito de crescentes concentragoes de glicose
sobre a duragéo das ondas lentas, tem sido atribuido a mudan-
¢as do potencial redox do citosol e/ou a um aumento da geragao
de protons (H+), decorrente do metabolismo da glicose, que an
tagonizariam a ativagao de canais de K sensiveis ao calcio
(HENQUIN, 1979; EDDLESTONE & BEIGELMAN, 1983; PACE - et alii ,
1983).

Por outro lado, RIBALET & BEIGELMAN (1979), ATWA
TER (1980a) e ATWATER et alii (1983) sugeriram que o aumento
da concentracao de glicose, aumenta a capacidade da célula be-
ta em tamponar o calcio, que nela - penetra . durante a
onda lenta e a deflagragaoc dos potenciais de agao. Isto retar
daria o momento no gual, o cition atingiria a concentra¢ao cito
plasmatica necessaria para ativar os canais de K+ e consequen-—
temente, induzir a repolarizacac da onda lenta.

Recentemente foi atrubuido ao AMP ciclico impor-
tante papel na regulagao do padrac da atividade - elétrica. O aumen
to da concentragao intracelular deste nucleotideo na célula be
ta, acelera marcadamente a despolarizagao durante o pré-po-
tencial, levando a um aumento da frequéncia das ondas lentas ,
sem contudo alterar significativamente sua auragéo . (HENQUIN,
SCHMEER & MEISSNER, 1983; HENQUIN & MEISSNER, 1984b).

Quanto as diferengas da frequéncia das ondas len
tas, exibidas por célula beta de diferentes ilhotas, elas pa-
recem depender do estado metabdlico da célula, o que implica
em diferentes velocidades de tamponamento do calcio intracelu-

lar (ILLANI J. ATWATER, comunicacio pessoal).
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5. ComposTOS BARBITORICOS

5.1. Caracteristicas Gerais

Os compostos barbitiiricos sao derivados do Aacido
barbitiirico, uma ureida ciclica de niicleo hexagonal (2, 4, 6~
trioxihexapirimidina), sintetizada pela primeira vez em 1864
por ADOLPH von BAYER, a partir da combinagao de ureia e écido

maldnico dicarboxilico (HARVEY, 1980).

R3 0
\\N 647
* % 0===C?;/,3 \\\;\CI’RSa

SR
. C/ b
n =,

FORMULA GERAL

O grupamento carbonil na posigao 2, confere a mo-
lécula um carater acido, devido & tautomerizagao lactam ("ce
to") lactim ("enol") gque pode sofrer, favorecida por sua loca-
lizagao entre dois nitrogénios eletronegativos. Em  solugdes
alcalinas predomina a forma lactim, produzindo sais. Na prét&
ca médica, os sais sbdicos s3o os mais frequentemente usados
(CORBETT, 1977; HARVEY, 1980).

O termo "barbitarico" tem sido aplicado a todos

os compostos derivados da malonilureia; aqueles gque apresentam

-

* R3 = H exceto no hexabarbital, mefobarbital, metarbital e
metoxihexital, onde ele & substituido por CH,
** 0 , exceto no tiamital e tiopental onde ele & substituido

por S (HARVEY, 1980).
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um atomo de oxigénio ligado ao carbono da posigao 2, sdo deno
minados oxibarbitliricos e aqueles onde o oxigénio & substitul
do por enxofre, tiobarbitiiricos.

Em geral, os barbitlOricos sao pouco hidrossoli-
veis e bastante solliveis em meios nao polares, sendo gue os
tiobarbitiiricos apresentam coeficientes de participagdo 6leo
-8gua, mais elevados que os oxibarbitfiricos (HARVEY, 1980).

Tem se verificado que os efeitos farmacoldgicos
produzidos pelos barbitiricos, resultam da agdo de suas espé
cies nao ionizadas, e que em geral, sua poténcia farmacoldgi-
ca esta diretamente relacionada & sua lipossolubilidade. En-
tretanto, as diferengas de lipossolubilidade nao explicam cer
tas diferencas qualitativas e quantitativas, observadas en—
tre os efeitos produzidos pelos barbit@iricos. Por exemplo ,
doses minimas, sedativas, de certos barbitliricos, como feno-
barbital, podem apresentar potente acac anticonvulsivante. Ou
tros, como pentobarbital, além de uma agéo depressora geral ,
podem provocar excitagdo pré-anestésica, caracterizada 3s ve-
zes por fortes convulsoes. Outros ainda, como o CHEB*, apre

sentam acao predominantemente convulsivante (HO & HARRIS,

1381).
5.2. Efeitos-dos Barbit@iricos Sobre o Sistema Nervoso

Dentre os efeitos dos barbitiricos em diversos
tecidos, os mais estudados sac aqueles observados no sistema
nervoso , sendo gue 0s mais significativos .. ..se

manifestam ao nivel sindptico (HO & HARRIS , 1981).

* CHEB - Acido barbitlrico 5-(2-ciclohexilidene-etil)-5-etil
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Sabe-se que as concentrac¢des destas substancias capazes de afe
tar a transmiss3o sinaptica, sfo muito inferiores aquelas ne-
cessarias para alterar a conducgao axonal (LARRABE & POSTERNAK,

1952; BARKER & GAINER, 1973).

5.2.1. Efeitos dos barbitiricos sobre a liberacgao de

neurotransmissores

WEAKLY (1969), confirmando achados de SOMIJEN (1963)
e LPYNING,OSHIMA & YOKOTA (1964), verificou que c tiopental e
o pentobarbital, reduziam- o contelido quantal médio, liberado
pelos terminais axbnicos de fibras Ié, nas suas sinapses com
motoneurdnios da medula de gato.

Em outras sinapses do Sistema Nervoso Central, com
postos barbitiricos também ‘inibiam a liberag@o de neutransmis
sores tais como: acetilcolina, catecolaminas, GABA e glutamato
(KALANT & GROSE, 1967; CUTLER & DUDZINSKI, 1974, 1975; CARMI-
CHAEL & ISRAEL, 1975; HAYCOK, LEVY & COTMAN, 1977; RICHTER &
WALLER, 1977; CUTLER & YOUNG, 1979; RICHTER & WERLING, 1979 ;
COLLINS, 1980).

Por outro lado, evidéncias elet;ofisiolégicas tem
sugerido gque barbitUricos sedativos e anticonvulsivantes, em
baixas concentragoes, bem como barbitiricos convulsivantes, promovem
o aumento tanto da‘liberagéo espontinea de neurotransmissores quanto da-
quela induzida por despolarizagéo(TEOMSON & TURKANIS, 1973; SEYAMA &  NA-
RAHASHT, 1975; PROCTOR & WEAKLY, 1976; WILLOW, BORNSTEIN & JOHNSION, 1980;
SKERRTT, WILIOW & JOHNSTON, 1983) - -

Tem sido postulado, que os efeitos produzidos pe
los barbitiiricos, se devem primordialmente a& sua agaoc sobre os

fluxos de calcio no terminal nervoso (veja revisao de HO &
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HARRIS, 1981), interferindo assim no processo de acoplamento
excitagio-secregdo. Muitos investigadores tém reportado, que
diversos compostos barbitlricos, inibiram o acimulo de calcio
induzido por despolarizacdo em sinaptossomos cerebrais, gan-
glios autdnomos e células nervosas "in vitro® (BLAUSTEIN &
ECTOR, 1975; BLAUSTEIN, 1976; FRIEDMAN, COLEMAN & LESLIE, 1979;
ONDRUSEK, BELKNAP & LESLIE, 1979; LESLIE, FRIEDMAN, WILCOX &
ELROD, 1980; PERCY, LAMM & TALJAARD, 1981; HARRIS & STOKES ,
1982).

Porém,'dependendo do tipo de barbitlrico empreéa -
do, efeitos divergentes tem sido observados.

Através de estudos eletrofisioldgicos, foi demons-
trado gue o influxo de calcio, induzido por despolarizacao dos
terminais sindpticos, de neurdnios gigantes de lula e de neurd
nios de camundongo em cultura, foi inibido por barbittricos
ndao convulsivantes (MORGAN & BRYANT, 1977; HEYER & MACDONALD ,
1982). Sugeriram, entao, que esses compostos seriam capazes
de bloguear canais de c8lcio sensiveis a voltagem.

Por outro lado, SKERRIT & MACDONALD (1984) mostra-
ram que barbitiiricos convulsivantes, tals como 3M2B*, 1,3MITB**
e CHEB,despolarizam a membrana de neuronios de camundongos, em
cultura. Atribuiram este efeito ao auméntouda condutincia da
membrana a um cition, a qual & sensivel ao calcio.

Com relacao ac efluxo de calcio, depéndente de transporte

ativo, também se abservou comportamento diverso entre barbitiiricos con

-

P

* 3M2B - Acido barbitiirico, trans-5-etil-5-(3'-metil-but-2-enil)
*%1,3MITB - Acido barbitirico, trans-5-etil-5-(1',3"'~-dimetil-but-1'-enil).
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vulsivantes e nac convulsivantes.

Tem-se verificado, que compostos barbkittricos, com
propriedades anest&sicas, sao capazes de estimular a atividade
Cazf—ATPase da membrana de sinaptossomos (WILLOW & JOHNSTON ,
1979:; HARRIS & STOKES, 1982; YAMAMOTO & HARRIS, 1983}). Este
efeito potencializaria a inibigao do aclimulo de calcio pelos ter
minais nervosos, tal como observado por outros autores.

Por sua vez, os barbitiricos convulsivantes, 1,3MB*,

2+

3M2B e CHEB, inibiram a atividade da Ca ATPase em sinaptosso-

mos (WILLOW & JOHNSTON, 1979).
5.2.2. Efeitos pOs-sindpticos dos barbitdricos.

éés—sinapticamente,ros barbitiricos parecem atuar
sobretudo, modificando as agdes especificas dos - neuxotransmissores
(SEEMAN, 1972; HO & HARRIS, 1981).

Estudos desenvolvidos por varios autores, empre -
gando diversas preparagoes, mostraram que barbitiricos sedati -
vos e anticonvulsivantes, deprimiam as respostas pds—sinapti-
cas excitatdrias, mediadas pelos neurotransmissores acetilcoli-
na e acido gluta@mico e intensificavam as respostas inibitbrias
mediadas pelo GABA (BARKER & GAINER, 1973; BARKER, 1975; BARKER
& RANSON, 1978; MACDONALD & BARKER, 1979; NICOLL & WOJTOWICZ,
1980; SAWADA & YAMAMOTO, 1985; STEEL & SCHOLFIELD, 1985).

BARKER (1975) sugeriu gque boa parte da depressao
da resposta pds-sinaptica, causada pelo pentobarbital, se deve
a uma seletiva inibic3o dos eventos excitatdrios relacionados
is condutdncias de Na' e K+, dependentes da agao dos neurotrans

missores. Também, SEYAMA & NARAHASHI (1975) demonstraram , a-

través da t@cnica de fixacao de voltagem, que o pentobarbital

* 1,3MB-Acido barbitfirico, 5-etil-5-(1',3'-dimetilbutil).



23

reduz as condutdncias de Na+ e K+, ativadas pela acetilcolina.

Recentemente GAGE & McKINNON (1985), estudando o)
efeito do pentobarbital scbre canais ativados pela acetilcolina, na
juncdo neuromuscular do rato, através da técnica de"patch clamp”,
mostraram que essa droga retarda a cinética de ativagao dos canais
e reduz o tempo em que ficam abertos. Sugeriram entao, que a molécula
do pentobarbital deve ocupar um sitio alostérico no complexo receptor-canal.

Diversos autores tem apresentado evidéncias, que
confirmaram a agd3o dos barbitfiricos sobre a condutdncia do clo-
ro mediada por GABA. Tem-se sugerido ainda, que provavelmente,
a acdo dos barbitiiricos no seja atravds da interagdo das suas mol&cu -
las, diretamente com © receptor do GABA, mas com camnponente do ca
nal de cloro a ele acoplado(para revisao veja HO & HARRIS,1981).

Reforgando esta hipdtese, recentemente SCHWARTZ ,
SKOLNICK, HOLLINGWORTH & PAUL (1984) obtiveram fortes evidén -~
cias de que, pentobarbital e hexobarbital aumentam a condutdncia do
cloro em sinaptoneurossamos, independentemente da agao do GABA.

As sinapses purinérgicas tém sido objeto de intensos
estudos nos ultimos anos (para revisdo veja STONE, 1981 e SU ,
1983). PHILLIS, EDSTRON, KOSTOPOULOS & KIRKPATRICK (1979) mos-
traram que a adenosina & capaz de inibir a atividade elé@trica
esponténea de neuronios do sistema nervoso central, através de
sua interag3o com receptores especificos.

Interessante modo de a¢ao pds-sinaptico dos compos-—
tos barbitfiricos, foi reportado por LOHSE, LENSCHOW & SCHWABE
(1984). Estes autores verificaram gue pentobarbital, hexobarbi
tal e mefobarbital interagem como receptores de adenosina do ti
po Ry (inibitdrios), em membranas de neurdnios de cérebro de ra
to. Esta interagdo & particularmente interessante, se conside-
rarmos a semelhanca existente entre as bases nitrogenadas € os

componentes barbitiiricos.
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5.2.3. Efeito dos barbitfiricos sobre a condugao do im-

pulsoc nervoso

Outro ‘efeito caracteristico aos barbitiari-

cos, constitui-se no . blogueio da conducao do impulso
nervoso. Desde os primeiros trabalhos, tem sido atribuido aos

barbitiiricos a capacidade de reduzir a permeabilidade aos Jons
Na' (THESLEFF, 1956).

BLAUSTEIN (1968) pode comprovar esta hipdtese ao
demonstrar, através das técnicas de registro intracelular | e
fixacado de voltagem, que a reducao da amplitude e.o aumento
da duragao do potencial de acdo, em axonio gigante de lula,
induzidos por pentobarbital ou tiopental, estao associados a
redugcao dos valores de condutdncias de Na® e K.

Efeitos semelhantes de outros compostos barbitiri
cos, foram relatados em axBnio gigante de lagosta (NARAHASHI;
MOORE & POSTON, 1963), em axonio gigante de lula (FRAZIER,
MURAYAMA, ABBOTT & NARAHASHI, 1975} e em fibras mielinizadas
de r3a (NEUMAN & FRANK, 1977; SCHWARZ, 1979).

Realizando um estudo comparativo das agoes do pen
tobarbital e do tiopental sobre axOnios gigantes de 1lula,
SEVCIK (1980) confirmou os resultados de BLAGSTEIN (1968) e
verificou que o tiopental prolongou mais acentuadamente, o]
periodo de repolarizagdo do potencial de agao. Analisando as
correntes idnicas, demonstrou gue a redugao da corrente de po
tassio, foi maior na presencga de tiopental do gque de péﬁtoba£
bital. i

Observou tambdm, que o pentobarbital nao alterou
o potencial de repouso da membrana, ao passo que o tiopental

induziu despolarizagdes dependentes das concentragées aplica
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das. Em 0,5 mM, este barbitl@rico provocou a deflagragcao repe-
titiva de potenciais de agdo, a qual pdode ser suprimida pelo
pentobabrbital. Entretanto, 100 nM de tetrodotoxina (TTX) nao
blogueou as despolarizagoes induzidas pelo tiopental.Verificou
ainda, gue o tiopental elevou a resisténecia elétrica da mem-
brana, de maneira dose dependente. Sugeriu entao, que tiopen-
tal promove seus efeitos predominantemente, através do  blo-
guelo de uma permeabilidade ao K+, nao dependente da voltagem.
ﬁRHEM & KRISTBJARNARSON (1981), estudando o efei-
to do tiopental sobre permeabilidade ao potassio em fibras mie .

linizadas de sapo, confirmaram as observacdes de SEVCIK (1980).

5 2.4. Efeitos dos barbitfiricos sobre a porgao lipidica

da membrana plasmatica

A capacidade de alterar as propriedades fisicas da
porcao lipidica da membrana plasmatica, & uma das caracteristi
cas do modo de acaoc dos barbitiricos (SEEMAN, 1972; ROTH, 1979;
HO & HARRIS, 1981; GOLDSTEIN, 1984).

' NOVAK & SWIFT (1972) mostraram que pentobarbital
e fenobarbital, penetram na membrana plasmatica de neuronios
e estabelecem pontes de hidrogénio com fosfétidilcolina, o fos
fplipideo mais abundante al presente.

LEE (1976b) observou ainda, que & interacao de pen
tobarbital, tiopental e fenobarbital com fosfatidilcolina e
fosfatidiletolamina, diminui a temperatura da fase de transi -
c3o gel-cristal liquido destes fosfolipideos, indicando que
esses compostos aumentam a fluidez das membranas lipidicas.

HARRIS & SCHROEDER (1980} trabalhando com pentobar

bital e secobarbital em membranas sinapticas, preparadas a par
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tir de cérebro de camundongo, corroboraram estas observagoes.

LEE (1976a) propos um modelo onde os canais de
s&dio da membrana, circundados por um anel lipidico rigido, so
freriam alterag¢oes configuracionais, guando da fluidizagao des
t+e anel, promovida por anestésicos locais. LEE (1976b) pro-
pds que o mesmo deve ocorrexr, quando da acao de compostos bar
bitiricos.

Ainda, ROWLETT, WASSERBERG & WAKELY (1985), cons
tataram que o pentobarbital reduziu a adesao intercelular, rom
pendo em certa extensao a organizagao epitelial em placddio de :
cristalino e placddio Otico de pintos. Estes autores atribui-
ram tais alteragdes a um aumento de fluidez da membrana plasma

tica, induzida pelo composto barbitarico.

6. EFEITOS DOS BARBITBRICOS SOBRE A CELULA BETA DO PAN-

CREAS

Em individuos sob anestesia barbit@rica, frequen
 temente, tem sido observada a ocorréncia de hiperglicemia e re
ducdo da tolerdncia a glicose. . Entretanto, & ainda muito contro -
vertido o efeito destas drogas sobre o nivel de glicose sangui
nea {(CORBETT, 1977).

RENAULD & SVERDLIK (1974, apud HELLMAN, 1977) ve
rificaram, que infusdes intravenosas de glicose em caes anes-
tesiados por pentobarbital, produziam acentuada hipergli~-
cemia e eram acompanhadas apenas de umgligeiro aumento dos
niveis de insulina.

fANTEN, CHRISTIANS, KRIEGSTEIN, POSER & HASSEL -
BLATT (1973) mostraram que ilhotas de camundongos obesos (ob/

ob), expostos a 3 mM de pentobarbital, apresentaram uma redu-.
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cao da secrecao de insulina induzida por glicose. Observaram
ainda,que este fendOmeno foi acompanhado de um aumento do con
telido de NAD(P)H nas ilhotas.

HELLMAN (1977) também observou,que 3 mM de pento
barbital inibiu a secrecao de insulina induzida por glicose ,
em ilhotas isoladas de camundongos obesos (ob/ob). Entretan -
to, na auséncia de cadlcio extracelular, esse oxibarbitirico au
mentou o efeito do secretagogo. Verificou ainda, que o pento-
barbital foi capaz de reduzir o contefido de AMP ciclico das
ilhotas, medido na presenga de 3—isobutilmetilxantiné. Nestas
condigoes, o pentcbarbital foi capaz de estimular a secregao
de insulina induzida por 3 mM de glicose, gquer na presenga ,
quer na auséncia de calcio extracelular, sugerindo uma possi-
vel acao do pentobarbital sobre a distribuigac intracelular de
calcio.

Evidéncias de uma a¢3ao do pentobarbital sobre as

2+ da célula beta, envolvidas no me

permeabilidades de K+ e Ca
canismo de secrecao de insulina, foram apresentadas por GONCAL
VES, ROJAS, ATWATER & BANGHAN (1982). Na auséncia de glicose,
o pentobarbital induziu despolarizagao das células beta de

ilhotas de camundongo. Este efeito foi associado a um aumen-

s A2 .resisténcia, equivalente ao induzido por 11 mM de glico-

rs«
0

ce, sem contudo deflagrar potenciais de agao. Verificaram ain

da, que os potenciais de agao, induzidos por 11 mM de glicose,

foram suprimidos qguando pentobarbital foi adicionado a solu~

.

cao perfusora.
Recentemente, DIAS (1984) verificou que o tiopen
tal promoveu um aumento da secregao de insulina, induzida por

6,0 mM de glicose, em ilhotas isoladas de rato. Verificou tam
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8Rp na presenca do

bém, uma inibigdc reversivel do efluxo de
tiopental. Este efeito persistiu, mesmo na presenga de mena
dione, sugerindo que o tiopental atue a nivel de membrana, blo
gqueando a permeabilidade ao K+. Por outro lado, DIAS (1984)
observou que em presenca de alta concentraééo de glicose
(16,6 mM) o tiopental (0,2 mM) nao afetou a dinadmica do efluxo
de 86Rb das ilhotas.

Resultados preliminares deste trabalho ~foram

apresentados em congressos (BOSCHERO, GONCALVES & LANGONE ,

1983b; BOSCHERO, DIAS, REIS, LANGONE & GONGCALVES, 1985).
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1, PROPOSICAQ DO TRABALHO

Para um maior conhecimento do acoplamento estimu
lo~secrecao de insulina, se faz necessaria uma compreenséo‘
mais detalhada dos mecanismos de controle das permeabilidades
idnicas, na membrana de cé&lulas beta.

sao conhecidos os efeitos dos compostos barbiti-
ricos, em particular do tiopental, sobre as_permeabilidades a
K e Ca2+ na membrana das cé&lulas nervosas.

Portanto, consideramos interessante O emprego des:
+a substincia como instrumento para o estudo do mecanismo de
secrecao de insulina. Assim, nos propusemos investigar, atra

vés da analise da atividade €létrica e do efluxo de 45Ca, gquais

: U +
os efeitos do tiopental sobre a permeabilidade a K e Ca2+ nas

células beta.
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11, MATERIAL E METODOS

1. ELETROFISIOLOGIA

1.1. Animais

FPoram utilizados camundongos albinos, de - ambos
os sexos, de 3 a 4 meses de idade, pesando entre 25 e 30 gra-
mas, os quais foram alimentados com ragao balanceada e agqua
ad Libdtum. |

Imediatamente antes da realizagdo do experimento
os animais foram mortos por concussao cerebral, decapitados pa-

ra sangria e laparotomizados para acesso e remogao do pancreas.
1.2. Métodos

0 procedimento para a microdissecgao, fixagao
das ilhotas na cimara de perfusdo, bem como, para o registro
do potencial de membrana das células beta, foi de acordo com
o descrito por ATWATER & BEIGELMAN (1976). A resisténcia elé
trica da membrana foi registrada conforme descrito por ATWATER

et alii (1978).
1.2.1. Microdissecg¢do das ilhotas de Langerhans

O pancreas fol removido e a seguir fixado ao
fundo de uma cuba contendo solugdo de KREBS.

Procedeu-se entao 3 microdissecgao sob lupa
{10~20x) utilizando-se pingas de ponta fina e tesoura para iris. Cada

ilhota foi removida com uma pequena porgaoc de pancreas exbecri
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no ao redor (aproximadamente 1 mm3). 0 fragmento recém
dissecado foi imediatamente transferido para a camara
de perfusao e fixado, pela sua porgdc exdcrina, com de alfine
tes de ago ao fundo da mesma (Fig. 1). Para facilitar a rea-
lizagéo dos registros, os alfinetes forma colocados de modo
a expor a superficie da ilhota, deixando-a livre de tecido e-

xdcrino. Esta etapa também foi desenvolvida sob lupa.
1.2.2. Sistema de perfusao das ilhotas de Langerhans

Os frascos de solucac perfusora (KREBS-bicarbo-
nato) foram mantidos durante todo o periodo experimental em
banho-maria a 38 ©C. Este Gltimo foi colocado 60 cm acima da
camara de perfusao, de modo a garantir o escoamento continuo
da solugado por gravidade. 0Os frascos comunicavam-se com cama
ra de perfusdao através de tubos de polietileno de 1,5 mm de
dismetro interno. Por intermédio de uma vélvuia, posidionada
a 3 cm da cadmara, mudava-se a procedéncia da solugéo perfuso-
ra. O fluxo foi mantido constante em 1,4 ml/min, sendo que
o tempo necessario para troca total da solugdo na camara foi

de aproximadamente 15 segundos. Para ajuda; a manter a tempe

ratvra no interior da camara a 37 °C, a cdnula proveniente dos
frascos contendo a solugao perfusora, percorria uma zcamara tro
cadora de calor,pela gqual circulava Agua a 38%9C, continuamen: —
te (Fig. 1).

As solucgoes foram gaseadas constantemente com

carbogenio (95% 02; 5% COz), sendo o pH mantido em 7,4.
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1.2.3. Registros eletrofisiolbgicos na c&lula beta.

Com o auxilio de um estirador vertical, foram
construidos micropipetas de vidro a partir de tubos de 5 cm
de comprimento, 2,0 mm de didmetro externo e 0,7 mm de di&mg
tro interno, gue continham no seu interior uma fibra capilar.
Imediatamente apds o estiramento, as micropipetas foram preenchi -
das com solugac de citrato de potassio (3M), ou cloreto de potéssié (3M).

Para realizar os registros eletrofisioldcicos a
micropipeta de vidro foi fixada ao micromanipulador (da W.R.
prior & Co. LID:) e um eletrodo de prata, recoberto por uma camada de
Agci depositada eletroliticamente, foi introduzido no seu in
trerior. O eletrodo de referéncia (Ag-AgCl) foi mergulhado na
solugao perfusora da camara, éréximo a ilhota.

Os dois eletrodos foram ligados ds duas wunida-

14 ), cuja

des de ganho de alta impeddncia de entrada (10
saida foi ligada de modo convencional a um.osciloscépio, maxr
ca IWATSU, modelo SS 5702, e a um registrador potenciométrico
de dois canais para o acompanhamento grafico de protocolo ex
perimental (Fig.'l).

Antes de cada experimento mediu-se a resisténcia
elétrica dos microeletrodos, e utilizou-se apenas agqueles que
apresentavam resisténcia da ordem de 180 a 300 M.

O reconhecimento da célula beta foi realizada
em presenga de 11,1 mM de glicose, através da sua atividade
caracteristica, manifestada apds a penetragac do microeletro-
do. Uma vez reconhecida a célula, se esperou um periodo de

10 a 15 minutos para a estabilizag@o da atividade elétrica ,

iniciando-se a seguir o periodo de experimentagao.
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Para realizar as medidas de resisténcia elétrica
da membrana, foram injetados pulsos de corrente de 0,05 nA ou
0,1 nA, com duragaoc de 9200 ms, através do mesmo microeletrodo
utilizado para o registro do potencial de membrana.
0 valor da resisténcia (R) foi calculado a par-~

tir do valor da variacao do potencial de membrana (V), provo-

cada pelos pulsos hiperpolarizantes (I), de modo gue R = v/I.
Para medir a deflexao do potencial de membrana utilizou-se um
registro expandido do experimento.

Antes do impalamento da cElula beta, com os dois ele
trodos mergulhados na solugdo perfusora da camara, foram aplicados:
pulsos de corrente, e a diferenca de potencial registrada foi
anulada utilizando-se um circuito eletrdnico {("null bridge" )
acoplado ao amplificador. Aséim, uma vez impalada a célﬁla '
a deflexao do potencial de membrana, devido 3 aplicagao de pul
sos de corrente, foli diretamente proporcional 3 resisténcia da
membrana & entrada de corrente ("input resistance"). Ao final
do experimento, com os eletrodos mergulhados novamente na solu
cao perfusora da cimara, repetiu-se o programa de pulsos de
corrente. Quando ocorriam pequenas deflexoes de potencial, es
tes valores eram subtraidos ou adicionados (conforme o sentido

da deflexdo) aos valores registrados na célula.

e 4
5. EFLUXO DE *°ca

2.1. Animais

Foram utilizadas ratas de 3 a 6 meses de idade ,
pesando entre 150 a 300 gramas, as quais foram alimentadas

com ragdo balanceada e &gua ad £Lbifum.
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Imediatamente antes da realizagao do experimen-
+o os animais foram mortos por concussao cerebral, decapita
dos para sangria e laparatomizados para acesso € remogao do

pancreas.

2.2. Métodos

Para o isolamento de ilhotas de Langerhans foi
utilizada a técnica descrita por LACY~KOSTIANOVSKY (1967) 1i
geiramente modificada por ROSCHERO, DELATTRE & SANTOS (1980).
para a determinagao e andlise do efluxo de calcio utilizou -

se técnica descrita por HERCHUELZ & MALAISSE (1978} .

2.2.1. Isolamento de ilhotas de Langerhans

Antes da remocao do pancreas, fez-se a canula-
cao do ducto biliar comum, préximo ao hilo hepéatico, ocluindo
-se sua porcgao distal, adjacente ao duodeno. Pela cdnula fo-
ram injetados 15,0 ml de solugao de HANKS, enriquecida ‘com
2,8 mM de glicose, para divulsionar o tecido acinar.

0 pancreas foi entao removido livre de nddulos
1infaticos e gordura e reduzido a fragmentos de aproximadamen
te 0,5 mm° cada um, com o auxilio de uma tesoura. Os fragmen
tos provenientes de 3 ou 4 pancreas, foram incubados a 37¢C
em solugao de HANKS, contendo de 6 a 8 mg de colagenase, du-
rante 15 minutos sob agitagdo constante. Nos 10 minutos ini-
ciais o conteldo foi agitado por borbulhamento com carbogé -

nio (95% 0,; 5% co,) e no periodo restante, essa agitagao
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foi feita manualmente.

Em seguida, o material foi submetido a cinco la
vagens consecutivas em solugao de HANKS,para a remocao da co
lagenase, das enzimas digestivas e dos fragmentos celulares
liberados durante a incubag@o. Para reduzir o tempo de lava

gem, o material foi centrifugado a baixa rotagdo (500-700 rpm)

entre uma lavagem e outra.

-

Finalmente, as ilhotas, completamente separadas
do tecido acinar, foram coletadas sob lupa (10x) com auxilio
de uma pipeta Pasteur estirada e previamente siliconizada.

2.2.2. Marcacao de ilhotas de Langerhanscom 45¢ca

Grupos de 80 a 150 ilhotas foram incubados a
37°C durante 90 minutos em recipientes contendo 150 ul de so

45

lugdo de KREBS, onde o CaCl2 foi substituido por CaCl. {(40-

2
50 uC/ml) e enriguecida com albumina bovina (1,0 mg/ml) e gli
cose (16,7 mM). O pH (7,4) foi equilibrado durante oS 10 mi

nutos iniciais com carbogénio (95% 0,; 5% coz).
2.2.3. Perfusido das ilhotas de Langerhans

Findo o periodo de incubagao, as ilhotas foram
lavadas guatro vezes com solugdo KREBS enriquecida com albumi
na bovina (1,0 mg/ml) e glicose (16,7 M) , e imediatamente ‘transferidas
para as cémar;s (volume = 0,3 ml) do sistema de perfusao. Cada ca-
mara foi forrada com filtro de acetato dé celulose (diame-
tro dos poros = 5,0 um),sobre o qual as ilhotas foram deposi-

tadas. As cAmaras foram conectadas a dois reservatdrios (A e

B) de solugéo perfusora, mantidos em banho-maria a 38%%c. A
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um deles (B) foi adicionado tiopental na concentragao deseja -
da. Ambas solucdes foram continuamente gaseadas com -carbogé -
nio (95% O,; 5% C02).

A perfusao das ilhotas comegou imediatamente apds
a sua transferéncia para a camara, com a solﬁgéo perfusora per
correndo o sistema na razao de 0,6 ml/min, impelida por uma
bomba peristaltica (Holter pump 5-900 Extracorporeal Med. Spec.
Inc. - King Prussia, Pa). O periodo de adaptacao das ~ilhotas
na camara foi de 30 minutos, a partir do gque teve infcio a co
leta de amostras do efluente. Até o 449 minuto, inclusive, e
do 659 até o final, a perfusao foi realizada com solugao prove
niente do reservatdrio A. Entre o 459 e 649 minuto, inclusive,
a solugao perfusora proveio do reservatdrio B.

As amostras foram coletadas a cada dois minutos
em frascos de 20 ml. A cada amostra foi adicionado 6 ml de 11
quido de cintilagdo. A radioatividade foi medida num contador
de radiacdo beta (BECKMAN - LS 7.000).

Os cilculos da fragao de efluxo de 45Ca, corres-—

pondente a cada amostra (Ej), foram realizadas de acordc com a

indicagao abaixo.
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2
Amostra | Radicatividade rj - Iy Te + _§ rj - {(a+ 2 ~ 3)rb
(cpm)
1 rl rj - rb rf"rb + r26—rb + ... F rl-'-rb
2 I, rz-rb
2> T2 r,e~ry, | TeTp T Tpe7Tp T Y257
26 T26 6"Fp | T b T T2677Db
Piltro rf rf—rb
BKG rb -

r.-r
3 °b
sendo que: E, =
J a
rf+$ rjw(a+2—j)rb
]
onde:
j = nimero da amostra
a = nimero total de amostras
Te = radioatividade do filtro e das ilhotas do final da per
fusao
r. = radioatividade de fundo (BKG = background)
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3. Rap1o1s0TOPOS E REAGENTES

Todos ©s sais que compuseram as solucoes emprega
das, bem como glicose e demais substincias a elas adicionadas,
foram de grau analitico de pureza (PA). A albumina bovina fra
cdo V, a colagenase (260 U/mg),o Dimetil Sulfoxida (DMSO) foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.);o Tiopental
da Abbot Laboratories (Chicago, Ill.); o 2,4 dinitrofenol (DNP)
da J.7. Baker (Phillipsburg, NJ).O 4SCa e frascos de polietile
no para contagem de radiagcac foram adgquiridos da New England
Nuclear Corp. (Boston, Mass.). O agente tensiocativo purifica

do (Tinovetin) da Ciba Geigy (S3o Paulo, SP). 0O filtro foi da

Millipore Corp. (Bedford, Mass.).
4, SoLucOES
Eletrofisiologia
Para a microdissecagdo e perfusao das ilhotas

durante os registros eletrofisioldgicos foi utilizada a solu

¢ao de KREBS (tampao bicarbonato) com a seguinte composigao:

NACL vevvveeenonnnnennens 110,0 mM
NaHCO; +vvv--- et 25,0 mM
KCL vuunns e 5,0 mM
MgCl2 cesasramrereeseasnn 1,1 mM

.. mM

CaClz s % v & B & B S W TR A B E S s L. 2,5

Glicose, Tiopental e DNP foram acrescentados a

solugdo de acordo com o protocolo experimental.
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Efluxo de 45Ca

Para o isolamento das ilhotas foi empregada a

solugdo de Hanks com a seguinte composigao:

Nacl - 8 @ B 4 % & & B S O S F e k&S - » & 136 ' 7 mM
KCl R I I N N I I I B I B N B 5 '4 HM
Caclz » B S & B & " P AR F SIS . B = l’ 3 mM
M9804 Ceeeemsmesresnacessss 0,8 mM
NazHPO4 & % & & S B B @ % 4 & S & SN LI 0 ’ 3 nlM

KH PO4 emssesssssne tesvaese 0,4 mM

2
NaHCO3 i eeesesesassanenesss 4,1 mM
No momento do uso, foram adicionados 2,8 mM de

glicose.

Para os meios de incubagao, lavagem e perfusao
das ilhotas foi utilizada solugdo de KREBS (tampao bicarbona
to) com a seguinte composicgao:

NaCl .cvienmccannnss ceanesa .115,0 mM

NaHC03 s e s e s s e nrsans eeesees 24,0 mM

KClL wevewocacescnannasanees 5,0 mM

MgCl2 teseeesareaensasanans -1,0 mM

CaCl2 ceeseas ceesersesessss 1,0 mM

Para a incubagdo e lavagem, no momento do uso
foi adicionado 1 mg/ml de albumina bovina e 16,7 mM de glicose. Para a
perfusado, glicose (4,0 e 5,6 mM) e tiopental (0,5 e 2,0 mM) foram adi -  _
cionados a4 solugdo, conforme requerido pelo protocolo experi-
mental.
Para a contagem da radiagao emitida pelo 45Ca,

foi preparado o liguido de cintilagac com a seguinte composi-

cao:
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TOLUCHO +vevesnnasenacsesssas 06,66 ml

TiNOVEELIN +vevevsoansencassss 33,33 ml
(agente tensioativo purifica-
do)

OMNAFIUOT ecvoeveveanneessasess 200 mg/100 ml

5. TraTAMENTO EsTATISTICO

para avaliac@o estatistica dos resultados rela-
tivos A resisténcia de membrana utilizou-se o teste " de
Student.

Os resultados relativos ao efluxo de 45Ca foram
avaliados estatisticamente calculando-se para cada experimen-—
to a diferenca entre os valores registrados depois da altera-
cao da condicao experimental (46O min.) e os esperados, calcu
lados pela extrapolagao da curva exponencial baseada nos da-
dos obtidos antes da alteracao (300_a6 44%° min.).

A significincia estatistica foi avaliada atra-

vés do teste "t" de Student.
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IV. RESULTADOS

1., CARACTERIZAGAO DA ATIVIDADE ELETRICA DA CELULA BETA DE
ILHOTA PANCREATICA DE CAMUNDONGO INDUZIDA POR 11,1 mMM.
DE GLICOSE.

A figura 2 mostra a resposta bifésicaraprésenta-
da por uma cé&lula beta quando foi adicionado 11,1 mM de glico-
se 3 solugao perfusora. Na auséncia de glicose, esta célula
apresentou um potencial de membrana estivel em -70mV. Durante
1 minutoc e 30 segundos, apds a adigcdo de 11,1 mM do secretagogo,
ocorreu uma lenta e gradual despelarizagéo at® -64 mV, seguida
de uma despolarizacdo ripida até -50 mv. A partir deste valor,
potenciais de agao passaram a ser deflagrados de maneira contl
nua (primeira fase).

A cédlula manteve este tipo de atividade elétrica
durante 1 minuto, sendo substituida a seguir por uma sucessao
de oscilagoes ritmicas do potencial de membrana (segunda fase),
que caracterizam a atividade eldtrica padrao destas células, a
qual sera descrita a seguir.

A figura 3 mostra a atividade eldtrica tipica da
ctiula beta. As oscilagdes ritmicas do potencial de membrana,
denomsnadas  "bursts" (DEAN & MATTHEWS, 1968), constituem - se
de ondas lentas de despolarizagao as guais se sobrepoem poten-
ciais de agao.

De acordo com ATWATER & BE;GELMAN (1976) e MEIS-
SNER (1976a),0s "bursts”™ apresentados por esta célula constitul
ram-se d4das segﬁintes fases:

a) Fase de Despolarizacao: caracterizada por uma

rapida redugao do potencial de membrana a partir de um poten=
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cial limiar (Vl) de -55 mV a um potencial de platd (V?) de
~40 mV.

b) Fase Ativa: caracterizada pela deflagragao de
potenciais de agao a partir do V?, cuja frquéncia e amplitude
foi se reduzindo gradativamente. Observamos também uma ligeira
elevagao do V? no decorrer da fase ativa (Vp inicial = -40 mV;
V_ final = -45 mV). A duragao dos potenciais de agao freguen-—
temente foi maior ao final do platd.

c) Fase de Repolarizagao: caracterizada por uma
elevagio do potencial de membrana a partir de -45 mV até -58
mvV. Este valor é denominado potencial de repolarizagao maxima
do "burst” (Vr)'

d) Fase Silente: caracterizada pela auséncia de
flutuacgoes do potencial de membrana, embora tenha ocorrido uma
lenta e gradual despolarizagao a partir do V. até o vy do pro
ximo "burst”.

Esta c&lula apresentou uma frequéncia de 2,5
"bursts" por minuto, sendo gque a dura¢do de cada fase apontada
acima correspondeu respectivamente a 7%, 34%, 27%, 32% da dura
gao do ciclo todo. En;retantd, & conveniente ressaltar que as
duracoes da fase silente e da fase ativa, principalmente, apre
sentaram variacgoes entre cé&lulas beta de diferentes ilhotas.
Consequentemente, a frequéncia de "bursts” exibida pelas célu-
las por nds estudadas variou entre 2 a 5 por minuto.

A figura 4 & representativa do efeito da remogao
da glicose do meio perfusor sobre o potencial de membrana. A
célula em guestac apresentou uma atividade eldtrica padrac,com
frequéncia de 3,5 "bursts" por minuto,em presenga de 11,1 mM
de glicose (Vr = —-47,5 mV; Vp = -35 mV). A remocao do secreta

gogo provocou a interrupgao da atividade elétrica em 50 segun-
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dos e crescente aumento do potencial de membrana, até atingir
-76 mV,apds 1 minuto e 10 segundos, mantendo-se estavel a se-

guir.

2. EFEITO Do TIOPENTAL SOBRE O POTENCIAL DE MEMBRANA DA CE
LULA BETa,

A figura 5 mostra o efeito da adigao do tiopental
(0,2; 0,5 e 1,0 mM) 5 solugéo perfusora sobre o potencial  de
membrana da célula beta.

As cé&lulas foram impaladas em presenga de 11,1l mM
de glicose e a atividade elétrica registrada permitiu o seu reco
nhecimento. Em seguida, a glicose foi removida da solucgao per
fusora e se aguardou a estabilizagao do potencial de membrana,
que normalmente ocorreu entre 1 minuto e 1 minuto e 30 segun -
dos nas células estudadas. |

A figura 5a @ ilustrativa do efeito despolarizan-
te de 0,2 mM de tiopental sobre o potencial de membrana da cé-
lula beta. Na auséncia de glicose a célula apresentou um po-
tencial de membrana de.-59 mVL A adigao de 0,2 mM de tiopen -
tal provocou, em 32 segundos, a despolarizagéo da membrana até
-55 mV, permanecendo assim enguanto a droga esteve presente (3
ninutos). A remogao do tiopental causou repolarizacdao da mem-
brana até& -60 mV, em 48 segundos, estabilizando-se neste valor.

A figura 5b mostra o efeito da adigao de 0,5 mM
de tiopental‘é solugao perf;;ora sobre o potencial de membrana
da célula. Na auséncia de glicose a cé&lula apresentava um po
tencial de membrana de -60 mV. A introdugaoc de 0,5 mM de tio-
pental provocou a despolarizacao da membrana até -52 mvV, 32 se

gundos apds, permanecendo neste valor enquanto a droga esteve.
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FIGURA 5.

Efeito de 0,2 , 0,5 e 1,0 mM de tiopental sobre o
potencial de membrana da célula beta na  auséncia
de glicose (painéis A, B e C, respectivamente). As
setas ¥ e + indicam a introdugdo e a remogao do
tiopental do meio perfusor. O painel D mostra a
atividade elétrica padrao induzida por 11,1 mM de
glicose (G) apds a remogao de 1,0 mM de tiopental
{(a barra horizontal corresponde a 1 min.). Foram
omitidos os periodos de recuperacao da atividade
elétrica em 11,1 mM de glicose apds os tratamentos
com 0,2 e 0,5 mM de tiopental. As deflexoOes do
tracado dos painéis 5b e 5¢ se devem & injecao de
pulsos de corrente (0,1 nA, 900 ms e 0,05 nA, 900
ms, respectivamente ao painéis 5b e 5c). Para a
avaliacao da resisténcia da membrana foi utiliza-
do apenas o valor das deflexoes do potencial de

membrana provocados pelos pulsos hiperpolarizantes.
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presente na solugac perfusora (2 minutos de 15 segundos). As-
deflexdes que aparecem no tragado,se devem 3 injegao de  pul
sos de corrente (0,1 nA),para a realizagao de medidas de re-
sisténecia da membrana a entrada de corrente ("input resistan
ce"). A remogdo do tiopental provocou repolarizagao e estabi
lizacao do potencial de membrana em -63 mV ,ap6s 3 minutos.

A figura 5¢c mostra o efeito da adigao de 1,0 mM
de tiopental a solucao perfusora sobre o potencial de membra-
na da cé&lula beta. Na auséncia de glicose o potencial de mem

brana era de -60 mv. A introducdo de 1,0 mM de tiopental provocou a

despolarizagio da membrana atd 47 mv em 36 segundos, permanecendo neste
valor até a retirada da droga (3 minutos e 20 sequndos). Alguns poten -

ciais de agac de pequena amplitude (aproximadamente 6 V) foram deflagra

dos a intervalos irregulares durante esta fase.Nos Ultimos 50 .segundos . -

de tratamento ocorreu uma ligeira despolarizacdo, levando o  Ppotencial
de membrana a —45 mV. Observando-se entao, um aumento da fre-
quéncia de deflagragao dos potenciais de agdo de pequena am-
plitude. A remogao do tiopental provocou a repolarizacao da
membrana atéd ~61 mV, 3 minutos e 20 segundos apds, estabili -
zando-se neste valor;‘_Pode—se observar também nesta figura,
variagdes do potencial de membrana com uma duragdo de 900 ms,
gne eorrespondem 4 injegao de pulsos de corrente (0,05 na) a
fiw Je se medir a resisténcia da membrana a entrada da corren

te'

Fm todas as ocasioes,a reintroducgao de 11,1 mM
deﬁélicose, promoveu o reaparecimento da atividade elétrica
padrac como estd mostrado na figura 5 d, que corresponde a
recuperagao apés o tratamento com 1,0mM de tiopental. Resul-

tados semelhantes aos apresentados acima, foram obtidos em

cinco outras cé&lulas de diferentes ‘ilhotas.
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3, EFerto po T1oPENTAL SOBRE 0 PoTENcCIAL DE MEMBRANA DA
CELULA BETA NA PRESENCA DE CONCENTRAGOES  SUBLIMIARES
DE GLICOSE

Em presengca de 2,8 e 5,6 mM de glicose, 0,5 e
2,0 mM de tiopental induziram despolarizacao e atividade elétrica da
célula beta. As figuras 6, 7 .8 mostram trés registros represen
tativos deste efeito do tiopental. Efeitos similares foram
observados em trés ocutras células. Os registros mostrados nas
figuras 6 e 7 foram obtidos da mesma célula.

A figura 6 mostra gque em presenca de 11,1 mM de
glicose a cé&lula desenvolvia atividade elé&trica padrao, cuja
frequéncia era de 3 "bursts" por minuto (Vr =-56 mV). ApOs a
reducao da concentracao de glicose para 2,8 mM ocorreram dois
"bursts", seguindo-se entao a hiperpolarizacao da membrana
até -67 mV, cessando a atividade elétrica. Dois minutos apods
a estabilizacao, 0,5 mM de tiopental foi introduzido na cama=-
ra de perfusdo, o gue provocou gradativa despolarizacao da
membrana até -47 mV, em 3 minutos e 30 segundos, permanecendo
neste nivel enquanto‘a‘droga esteve presente (4 minutos e 50
sequndos). A remogao do tiopental provocou o reﬁorno do po-
tencial de membrana ac valor de ~70 mV, 2 ﬁinutos e 20 segun
dos opds. A seguirra ilhota foi novamente perfundida com
11,1 mM de glicose, e a cé€lula voltou a apresentar atividade
elétrica padrao, com vV, = =50 mv.

Na figura 7 pode-se observg; gque, com a redugao
da concentragéo de glicose de 11,1 mM pa;a 5,6 mM , ocorreram
dois "bursts“,'cujos potenciais de agao apresentaram menor
amplitude que em 11,1 mM, seguidos de uma hiperpolarizacao da

membrana até -70 mV. A introdugdo de 0,5 mM de tiopental pro
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vocou uma lenta e progressiva despolarizagao da membrana que,
apdos 1 minuto e 20 segundos, atingiu aproximadamente -47 mV .
A partir de entdo,ocorreram sucessivos surtos de potenciais
de acao, que lembram os "bursts". Porém, a membrana conti-
nuou a ser despolarizada e, aproximadamente no potencial de
-40 mV,o0s potenciais de acao passaram, inicialmente, a ser deflagra -
dos com elevada frequéncia (durante 1 minuto e 20 segundos), reduzin-
do-se gradativamente até a retirada da droga. Apbs a retirg
da do tiopental do meio perfusor a célula hiperpolarizou, a-
tingindo -70 mV,em 2 minutos e 30 segundos. Quéndo foi rein-
troduzido 11,1 mM de glicose na cdmara de perfusao,a célula
exibiu novamente sua atividade elétrica padrao.
Na figura 8 se observa que a redugao de concen-
tragao de glicose provocou a hiperpolarizagac da membrana -50
mV¥ para —-60 mV. A introdu¢dc de 2,0 mM de tiopental promoveu
uma continua despolarizacdo da membrana, sendo que,36 segun-
dos apbs,o potencial de membrana era de -44 mV. Ocorreram en

t3o surtos de potenciais de agac semelhantes aos "bursts". O

potencial de repolarizacgao miximo, ocorrido apds cada surto de po—
tenciais de agao, teve valor cada vez menos negativo. ‘ Aos
68 segundos da introdugao de tiopental,atingiu aproximada

ﬁente ~32 mV, e os potenciais de agao passaram a ser deflagra-
dez 3= forma continua. A despolarizacgao, entretanto, conti
nuou até atingitr =27 mvV. Observe-se que,o potencial de re-
versao dos potenciais de agao manteve o mesmo valor, durante
todo o periodo em que a célula esteve eletricamente ativa ( 2
minutos e 10 segundos}, na presenga do tiépental. 0O valor do
potencial de reversao foi semelhante ao dos potenciais de agao

de maior amplitude induzidos por 11,1 mM de glicose.
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i, EFe1To Do TIOPENTAL SOBRE A ATIVIDADE ELETrRICA DA CELU
LA BeTa Inpuzipa por 11,1 MM DE GLICOSE.

A figura 9 mostra gque 2,0 mM de tiopental modi
ficou a atividade elétrica padrao induzida por 11,1 mM de gli
cose. Esta c8lula gerava 5 "bursts" por minuto, com Vr = 48
mv e V, = -40 mV. Com a introdugdo de 2,0 mM de tiopental ,a
sucessdo de "bursts" foi substituida pela deflagragaoc  conti
nua de potenciais de agdo, cujo potencial de repolarizagac ma
ximo foi gradualmente menos negativo.‘ Apds 1 minuto e 30 sg
gundos da introdugao da droga, © potencial de membrana na base
dos potenciails de acao se estabilizou em -20 mV. O potencial
de reversao manteve-se no mesmo nivel gue o dos potenciais de
acdo de maior amplitude durante o periodo controle.

Apds a remocgao do barbitirico do meio perfusor,
teve inicio uma lenta repolarizagdo da célula. A - latividade
elétrica padrao voltou a ser exibida apos 9 minutos, com
frequéncia de 5,5 "bursts" por minuto (V. = -42 mV e Vp = - 38
mv). A figura 9 & representativa das observag&es realizadas

em - duas células beta.

5. EFe1To po 2,4-DINITROFENOL (DNP) SOBRE A ATIVIDA-
pE ELETRICA DA CELULA BETA INDUZIDA POR 11,1 mM pE GLL
cose E 0,5 mM pe TIOPENTAL,

-

A figura 10 ilustra o efeito do DNP sobre a atividade elé@
trica induzida por 11,1 mM de glicose na auséncia e na presen

ca de 0,5 mM de tiopental, em trés células beta de  diferentes

ilhotas.

pode-se observar gue o 2,4-DNP inibiu a ativi-
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dade elétrica padrao induzida por 11,1 mM de glicose e provo-
cou hiperpolarizagao da membrana de -56 mV para -70 mV, em 1
minuto e 20 segundos, periodo este em que a droga foi manti-
da na solugao perfusora. Entretanto, antes da hiperpolariza-
g2o ocorreram ainda dois "bursts", cuja duragdo foi aproxima-
damente igual aos anteriores. Contudo os potenciais de acao
foram de menor amplitude e menor frequéncia. A seguir ,'ocog
reu ainda uma onda de despolarizag¢do , com uma amplitude de
8 mV, sucedida por uma crescente hiperpolarizagdo de mem
brana. Removido o DNP da camara de perfusao;teve lugar
uma lenta e progressiva despolarizacgac; apds 1 minuto e 16
segundos © valor do potencial de membrana atingiu -55 mvV. A
seguir ,a célula exibiu uma resposta bifisica, andloga A&quela
gue se cobserva quando 11,1 mM de glicose & introduzida na ca-
mara de perfusao (cfr. fig. 2).

Depois de 6 minutos de atividade estavel, 0,5mM
de tiopental foi introduzido na perfusao,alterando a ativida-
de elétrica padrao, induzida por 11,1 mM de glicose (frequéncia = 5
"bursts" /minuto; Vr ='52 mV; V? = 45 mV), para uma atividade
continua apbs 1 minutd, o potencial de membrana, ao pé dos poten-

ciais de agao, era de -42 mV.

- Com a introdugao no meio perfusor de DNP o-
cooron um aumento do potencial de membrana de ~42 mv para
=50 mV, 50 segundos apds. Entretanto, potenciais de agdo

continuaram a ser deflagrados, embora com menor frequéncia. A
remogcao do  DNP dé‘solugao perfusora permitiu a despolari-
zagao da célula beta. Esta exibiu inicialmente, potenciais
de agd3o agrupados & semelhanga de "bursts". apds. 1 minuto e 30 se

gundos da remogac do DNP, instalou-se uma atividade continua, andloga a

" existente antes da introducio do inibidor metabdlico. O retorno & ati-
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vidade padrao,em 11,1 mM de glicose,estd representada no seg-
mento C da figura 10.  'Esta se iniciou 5 minutos apds-a reti-

rada do tiopental da solugidc perfusora.

6. EFE1TO DO TiOPENTAL SOBRE A RESISTENCIA DA MEMBRANA DE
CErLura BeTa A INJEgRo DE CORRENTE,

A figura 1l mostra o efeito de 0,5 e 1,0 mM de
tiopental sobre a resisténcia da membrana na auséncia de gli-
cose., Os resultados apresentados sao representativos do que
foi observado em trés células nessas condigdes experimentais.

A célula, cujo registro do potencial de membra-
na € mostrado na figura 5b, apresentou uma resisténcia de
86,4 + 0,98 MQ , quando a aplicacao de pulsos de corrente
(0,1 naA, 900 ms), durante o periodo em que o potencial de mem
brana se encontrava estadvel em -60 mV. BApds 1 minuto e 20 se
gundos da adigao de 0,5 mM de tiopental ao meio perfusor, a
resisténcia aumentou para 97 + 1,0 MQ . Durante a aplicagado
dos pulsos o potencial de membrana era de =52 mV. Em ' segui-
da & remogao do barbitﬁrico e a estabilizagao do  potencial
de membrana em -63 mV, a resisténcia foi novamente medida
{pulsos de 0,1 nA e 900 ms), apresentando 5 valor de 73,3 +
1,2 Mg . Apbds 6 minutos de perfusdoc na auséncia de glicose,
foi introduzido 1,0 mM de tiopental ao meio perfusor (nao mos
trado na figura 5b), sendo novamente medida a resisténcia da
membrana (pulsos de 0,1 nA e 900 ms), a qual apresentou o va
lor de 124,9 + 2,1 M@ . Durante este périodo o potencial de
membrana encontrava-se estavel em -47 mV.

A figura 12 apresenta o aumento percentual da

resisténcia da membrana em trés células (pericdo de 0,05 e 0,1lnA
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KREBS KREBS KREBS KREBS +

TIOPENTAL 0,5mM TIOPENTAL 4,0mM

(Rin=86,4 ¥0,98Mn} (Rin=97,0 4,0 MA)*  (Rin=73,3%1,3Mn) (Rin= 124,9 ¥ 2.4 MN) *# %

FIGURA 11.

Efeito de 0,5 e 1,0 mM de tiopentél sobre a resis-
téncia da membrana ("input resistance") da célula
beta, na ausencia de glicose. Cada valor de resis-
tencia representado, correspoﬁde & resisténcia da
membrana calculada a partir da variaggo.do ‘poten—
cial de membrana, provocada pela injec8o de pulsos
de corrente (0,1 nA; 900 ms). O tempo anotado pa-

ra cada situagao experimental se refere ao periodo

.em que foram realizadas as medidas da resisténcia

da membrana. Rin corresponde ao'valor da resisten
cia da membrana e‘ respectivo erro padrao, para ca-
da situagao experimental. A resisténcia da membra-
na induzida por tiopental foi comparada a da res
pectiva situagao controle (KREBS). * p < 0,01 ;
** p < 0,001. .
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FIGURA 12. Aumento da resisténcia da membrana ("input resis-

tance") da célula beta, induzida por 0,5 mM de
tiopental, na auséncia e em presenga de 2,8 , 5,6
e 11,1 mM de glicose. Apresenta-se o aumento per
centual da resisténcia da membrana, considerando
os valores registrados na ausencia e na presenga_
de 0,5 mM de tiopental em cada situacdo experimen
tal a que foram submetidas as 3 células estuda-

das. * p < 0,01; ** p < 0,01,
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900 ms), provocadas por 0,5 mM de tiopental na auséncia e em
presenga de 2,8 , 5;6 e 11,1 mM de glicose.

Na auséncia de glicose 0,5 mM de tiopental ele
vou em 12,3% (p < 0,001) a resisténcia da membrana. Na pre-
senga de 2,8 , 5,6 e 11,1 mM de glicose,a introducgao do tio-
pental no meio perfusor provocou a elevagao da resisténcia em
49,2% (p < 0,001), 17,9 (p < 0,001) e 16% (p < 0,01), respec-
tivamente. Pode-se notar a atenuacdao do efeito do tiopental
em presenga de concentragoes mais altas de glicose.

Como pode ser-observado nas figuras 5¢, 6, 7 e
8, os pulsos despolarizantes induziram, por vezes, a deflagra
¢ao de potenciais de agao. Por esta razido, para o cSmputo da
resisténcia, foram utilizados apenas os valores de variacgao
do potencial de membrana produzidos pelos pulsos de corrente

hiperpolarizante.

/. EFerto pe 0,5 E 2,0 MM pE TIOPENTAL SOBRE 0 EFLUXO DE
45Ca M ILHOTAS DE LANGERHANS ISOLADAS DE RATOS.

Grupostdg 80-150 ilhotas, previamente marcadas
COom 45Ca, foram perfundidas com solucao de Krebs sem glicose
pcr 80 minutos. A introdugaoc de 0,5 mM de £iopental no mnmeio
ro~fusor sem glicose, entre o 459 e o 652 minutos, produziu
elevagao significativa do efluxo do radioisdtopo apenas nos
minutos 569, 589 e 6292 (Fig. 13; Tabela 1, linha 1). Em pre
senca de 4,0 mM de glicose,o tioPeﬁEal (0,5 mM) nao alterou

45Ca das iihotas, durante to-

significativamente o efluxo de
do o periodo em gue esteve presente no meio perfusor (Fig. 14;
Tabela 1, linha 2).

Por outro lado, quando as ilhotas foram perfun-
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didas com solugao de Krebs enriquecida com 5,6 mM de glicose ,
a introdugﬁo de 4,5 mM de tiopental induziu aumento do efluxo
de 4°ca (Fig. 15). Os valores da fragao de efluxo durante o]
periodo de perfusaoc com tiopental , foram significativamente
maiores que os valores tedricos esperados a partir da extrapo-
lagao da curva referente ao periodo controle {(Tabela 1, linha
3). Entretanto,observa-se que esse efeito do tiopental.se ma

nifestou gradualmente, 0 efluxo de 4SC

a atingiu seu
valor maximo entre o 49 e 69 minutos apds sua introdugao  no
meio perfusor, reduzindo-se a seguir, também de maneira gra - -
dual.

Em outro protocolo experiméntal, onde as ilhotas
também foram perfundidas com solugdo de Krebs contendo 5,6 mM
de glicose, a introdugao de 2,0 mM de tiopental produziu uma
elevacao ainda mais acentuada do efluxo de 45Ca, guando compa-
rada com aguela induzida por 0,5 mM (Fig. 16; Tabela 1, 1linha
4). Também nestas condigﬁes,qvaumento do efluxo foi gradual,
atingindo seu maximo valor no 89 minuto apds a introdugao do

tiopental. Reduzindo-se, entretanto, de maneira mais abrupta

do gue a em presenca de 0,5 mM de tiopental.
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V. DISCUSSAO

Grande parte dos conhecimentos relativos a partici'
pagio de K' e ca®’ no mecanismo de secrecado .de insulina  pelas
células beta do pancreas, foi obtido através do emprego de iond
foros e blogueadores de permeabilidade aos referidos . ions
(HELLIMAN, 1975; HENQUIN.& LAMBERT, 1975; KARL, et alii, 1975; SEHLIN.
& TALTJEDAL, 1975 ; MALAISSE & BOSCHERO, 1977; ATWATER, 1980a; DE- -
LATTRIE, et alii, 1982; BOSCHERO, et alii, 1983a; FERRER, et alii,
19843 ..

Estudos sobre a acao dos barbitiiricos em cé&lulas
nervosas, tém mostrado que estas substdncias modificam a permea-
bilidade da membrana plasmatica aos ions Na+, K+ e Ca2+, tanto
a niveel sindptico como axonal (para revisao veja SEEMAN, 1972 ;
ROTH, 1979 e HO & HARRIS, 1981).

Considerando tais observagoes,nos propusemos inves

tigar os efeitos do tiopental sobre a permeabilidade a K+ e

ca’t na célula beta, através da andlise das alteragoes induzi-
das por esse tiobarbitlrico sobre a sua atividade elétrica e o
efluxw de 45Cax. -

Procuramos primeiramente carac_terizar a padrao da
‘atividade elétrica da célula beta. Conforme exemplificado nas
siguras 2 e 3, em presenca de 11,1 mM de glicose todas as célu-
las por nds utilizadas no presehte trabalho apresentaram uma a
tividmde elétrica caracteristica, de acordo com o reportado por
diver=sos autores (DEAN & MATTHEWS, 1968; MEISSNER & SCHMELZ -~ ,
1%74; MATTHEWS & SAKAMOTO, 1975; MEISSNER & ATWATER, 1976 ;
ATWATIER et élii, 1878; ATWATER, et alii, 1982; BOSCHE-
RO, GIDNCALVES, DAWSON, ATWATER & MALAISSE, 1982; BOSCHERO et

alii, 1983a; PACE, et alii, 1983; HENQUIN & MEISSNER, 1984a). A
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variagao da frequéncia de "bursts" (2-5 por minuto), verificada
em células beta de diferentes ilhotas, também foi observada por
ATWATER, DAWSON, SCOTT, EDDLESTONE & ROJAS (1980) e MEDA et
alii (1984) . Segundo ATWATER & RINZEL (1986), esta parece
estar relacionada & capacidade de tamponamento de Caz+ intrace
lular, a gual dependente do estado metabdlico da celula. . Corro-
borando o descritc por MEISSNER & ATWATER (1976) e ATWATER &
BEIGELMAN (1976), a remogéo da glicose do meic perfusor aboliu
a atividade elétrica apds 60 a 90 segundos (Fig. 4). A despo-
larizagao da membrana, com a indugao de uma resposta bifasica
apds a introdugao de 11,1 mM de glicose,foi tamb&m semelhante
ao observado por diversos autores (para revisac veja: MEISSNER et
alii, 1979; ATWATER, 1980a; BOSCHERO et alii, 1984).

Uma vez reconhecida a cé&lula beta através da ati
vidade elétrica induzida pela glicose (11,1 mM), passamos a es
tudar os efeitos do tiopehtal sobre o potencial e a resistén-
cia da membrana & entrada de corrente ("input resistance").

Na auséncia de glicose,o tiopental (0,2 - 1,0mM)
reduziu o potencial de membrana de maneira dose dependente. Es
te efeito comegou alécorrer poucos segundos (5-10) apds a in~
trodugao da droga no meio, e foi rapidamente revertido pela
sua remoc¢ao (Fig. 5). Em idénticas condigOes experimentais, o
tiopental elevou a resisténcia elétrica da membrana, também de
maneira dose-dependente (Fig. 11).

A semelhanca destes efeitos do tiopental . com
aqueleé*produzidos pela glicose sobre o potencial e a resistén
cia elétrica da membrana, e a rapidez co% gue foram induzidos
sugerem gue eésa droga possa estar atuando diretamente sobre
a membrana, blogueando a permeabilidade da c&lula beta ao K+.

ATWATER et alii (1978),; MEISSNER et alii (1979) e
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BOSCHERO et alii (1983 a) demonstraram que o potencial de mem
brana das células beta & dependente da permeabilidade da mem-
brana ao K+. ATWATER et alii (1978) e ATWATER (1980a) obser
varam que o fendmeno da despolarizagao da célula beta, induzi .
da pela glicose, associada ao aumento da resisténcia elétrica
da membrana, concordava com a agao bloqueadora desse secreta-
gogo sobre o efluxo de K+, constatada por diversos pesqﬁisadg
res (SEHLIN & TALJEDAL, 1974, 1975; BOSCHERO et alii, 1977 ;
BOSCHERO & MALAISSE, 1979; HENQUIN, 1979, 1580). Estes suge-
riram que a despolarizagao da membrana da c&lula beta & preci
dida por uma reducaoc da sua permeabilidade ao xt. De fato ,
ATWATER et alii (1978) e ATWATER (1980a), confirmaram esta hi
pbtese, mostrando que na auséncia de glicose, o potencial de
membrana pode ser descrito por uma equagao de campo constan -
te (GOLDMAN, 1943; HODGKIN & KATZ, 1949, apud ATWATER,1980a),
onde a razao PK/PNa assume © valor 30, ao passo que durante a
atividade elétrica induzida por 11,1 mM de glicose; ela assu-
me os valores 15 na fase silente e 7 na fase ativa. Resulta-
dos semelhantes também foram observados por MEISSNER et alii
£1979) .

Também para os barbitliricos tem sido atribuido
um efeitco bloqueador da permeabilidade ao K+ em diversos teci
dos (BLAUSTEIN, 1968; NARAHASHI et alii, 1969; NEUMAN & FRANK,
1977; SCHWAREZ, 1979; SEVCIK, 1980; RRHEM & XRISTBJARNARSON,
1981, 1985; GONGALVES, et alii, 1982). Particularmente, SE-
VCIK (1980) mostrou gue o tiopental indqziu despolarizagao e
elevacao da resisténcia elétrica da membrana de axdnios de 1lu
la de maneira-dose dependente, e descargas repetitivas de po

tenciais de ag@o em 0,5 mM. Mostrou ainda gue esse barbi-
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tirico & capaz de bloguear a corrente de K+ nestes axonios ,
sugerindo gque esta droga atua sobre canais de K+,impedindo a
elevacao de sua condutancia.

Em ilhotas isoladas de rato, DIAS (1984) verifi
cou que o tiopental potencializou a secregao de insulina indu-
zida por 6,0 mM de glicose. Analisando o efeito da droga sobre a per-
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meabilidade ao K (usando Rb como tragador), observou que o

86Rb, tanto na ausén-

tiopental (0,2 mM) reduziu o efluxo de
cia como na presenca de 6,0 mM de glicose, indicando uma agao
blogueadora do tiopental sobre a permeabilidade ao K+ na célu
la beta. Sugeriu entao, gque isto dever-se-ia a uma acdao dire
ta da droga sobre a membrana, ja que a reducao do efluxo de
86Rb manifestou-se mesmo na presenga de Menadione, substdncia
aceptora de H+, gque reduz a formagéo de NAD(P)H+ nas células
beta e inibe sua atividade elétrica em presenca de glicose (MALAISSE et
alii, 1978a; BOSCHERO, GONCALVES, DAWSON, ATWATER & MALAISSE, 1982).

Portanto, o efeito do tiopental scobre o poten~
cial e a resisténcia elétrica da membrana da cé&lula beta, atra
vés do bloqueic de sua permeabilidade ao K+, parece ter apocio
nas observagoes préﬁias.

Como j& expusemos na introdugao, tem sido propos
ta o existéncia de trés tipos de permeabiliaade ao potassio na
~%1-:1a beta, as quais dependem respectivamente, do potencial
de menbrana, (PK(V})), da concentragéo'intracelular-de calcio (PK(Ca2+)i)?e
da concentracio intracelular de ATP (PK(ATP)i) (ATWATER et alii, 1983 ;
COOK & HALES, 1984). Assim sendo, scbre qual(is) delas o tiopental
estaria atuando? )

ATWATER et alii (1979b) verificaram gue a tetra-

etilamonia (TEA), substincia blogueadora da permeabilidade ao

potassio sensivel 3 voltagem, ndoc induziu alteracgdes no valor
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do potencial de repouso e da resisténcia elétrica da membréna
da cé&lula beta, na auséncia de glicose. Isto ocorreu mesmo em
presenca de alta concentragdc de tetraetilamdnia (20 mM).

Os efeitos que observamos,guando da aplicagao do
tiopental , divergem daqueles obtidos em présenga de TEA pox'
ATWATER et alii (197%b), BOSCHERO et alii (1983a).

Foi reporta&o ainda, gque em presenca de concentra
gOes sublimiares de glicose, a tetraetilamdnia induziu a defla
gracio de potenciais de agdo, modificando a atividade elétrica padrao
provocada por 11,1 mM de glicose,em atividade elétrica contiu
nua. Os potenciais de agao induzidos entac por essa droga ultrapassa-
ram zero mv (ATWATER et alii, 1979b).

Nossos experimentos também mostraram gue o tio
pental potencializou o efeito despolarizante de concentragoes
sublimares de glicose (2,8 e 5,6 mM) e intensificou a ativida-
de elétrica induzida por 11,1 mM deste secretagogo (Figs. 6,
7, 8 e 9). A despolarizacao foi tanto mais intensa guanto
maiores as concentracgoes de glicose e/ou tiopental. Além dis
so, em presenca de 5,6 mM de glicose, © tiopental (0,5 e 2,0
mM) induziu deflagragao de potenciais de acao, gquando o poten-—
cial de membrana atingiu valores prdximos ao potencial de pla
td da atividade elétrica padrao (Fig. 7 e 8). Entretanto ,di-
vg;samente ao que foi observado por ATWATER et alii (1979%b) ,
constatamos que os potenciais de ag¢ao induzidos pelo tiopental,
mesmo €m alta concentracao (2,0 mM) e na presencga de 11,1 mM
de glicose, apresentaram sempre potencial de reversao negativo
(Fig. %). Ainda, a deflégragéo desses potenciais de agao ocor
reu concomitantemente a um deslocamento da linha de base no
sentido despolarizante (Fig. 9).

Assim, corrocborando o proposto por SEVCIK (1980)
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e DIAS (1984), as diferencas entre os efeitos do tiopental e
da tetraetilamdnia sobre a atividade da cé&lula beta, sugerem
gue este tiobarbitlirico esteja atuando sobre permeabilidades ao
potdssio nao sensiveis &  voltagem.

ATWATER et alii (1979a) e ATWATER et alii (1983)
p;opuseram que na auséncia de glicose, o potencial de membrana
& controlado predominantemente pela permeabilidade de pétéssio
dependente da concentracac intracelular de cadlcio. Esta hipd-
tese tem apoio nas observacgoes de que drogas blogueadoras deste ti-
po de permeabilidade, tais como quinina e glibenclamida, induzem
despolarizacado, elevagdo da resisténcia elétrica da membrana e
deflagracao de potenciais de agao pela cé&lula beta, mesmo na au
séncia de glicose.

Considerando que, analogamente 3 quinina e gli -
benclamida (ATWATER et alii, 1978; FERRER et alii, 1984), o
tiopental também induziu despolarizagao, elevacdo da resistén-
cia da membrana de maneira dose dependente, e deflagracao de
potenciais de ac¢do na auséncia de glicose, & plausivel supor
uma agéo bloqueadéra do tiopental scbre a PK (Ca2+)i nas célu~
las beta. -

De fato, em presenca de 5,6 mM de glicose, 0s po
tenciais de agao induzidos pelo tiopental (0,5 e 2,0 mM) ini-
<tlalmente se agruparam em surtos semelhantes a "bursts", e so
mente a medida que a membrana sé despolarizava & que se desen-
volvia uma atividade elétrica continua (Figs. 7 e 8). Se con-
siderarmos que o padrac ciclico, ou continuo da atividade éié
trica da ceélula beta & determinada pela intensidade do blo -
gqueio desse ti?o de permeabilidade pela glicose, de maneira

proporcional & sua concentracao (ATWATER et alii 1983; ATWATER

& RINZEL, 1986}, esse efeito do tiopental pareca.refletir uma
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intensificagao de sua ag¢ao bloqueadora sobre a PK(Ca2+)i no
decorrer do tempo.
Ainda, similarmente ao que foi constatado por

ATWATER et alii (1979a) e FERRER et alii (1984) com quinina e

glibenclamida, verificamos quz 1 ztividade elétrica continua

induzida por 0,5 mM de tiopental, na presenca de 11,1 mM de
glicose, foi sb parcialmente revertida pela introdugdo de 20
UM de 2,4 - dinitrofenol (NP}, um desacoplador da fosforila

cao oxidativa. Tem sido observado que o DNP promove a libera“
cao de Ca2+ dessas organelas celulares, provocando assim uma
elevagdao de sua concentracao citosblica. Desta forma a hiper-
polarizagao da célula beta, com a consequente inibigao da ati
vidade elétrica induzida por 11,1 mM de glicose, seria decor -
rente da ativagao da PK(Ca2+)i (ROJAS & HIDALGO, 1968; ATWATER
et alii (1980). Portanto o tiopental parece antagonizar esse e
feito do DNP bloqueahdo a PK(Ca2+)i.

Entretanto a acao do DNP na célula beta, além ,
de promover aumento do cdlcio citosblico, também reduz a produ
¢ao de ATP pelas mitocondrias. COOK & HALES (1984) recentemen
te identificaram canéis de KV na célula beta que sao rapida e
reversivelmente blogqueados por AP intracelular. Este canal é
o mesmo indicado por ASHCROFT et alii (1984, sujeito ao
blogueio pela glicoée. COOK & HALES (1984) propuseram en
t3o que a hiperpolarizacao da cé&lula beta, induzida por vene-
nos metabdlicos, tais como DNP, poderia ser atribuida também a
queda do nivel de ATP celular e, consequentemente, & ativagao
de uma PK(ATP);. Além disso, sugeriram qué a despolarizacgdo e
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a redugao do efluxo de Rb, observado com guinina, pode ser

parcialmente atribuido a um blogueio dos canais GK(ATP)j por

esta droga.
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Desta forma,cabe considerar a possibilidade de
gue o tiopental possa estar produzindo seus efeitos também a
través de uma agao blogueadora sobre a permeabilidade ac po-
tassio,controlada pelo nivel de ATP celular.

KYOGOKU, LORD & RICH (1968),considerando a seme
lhanca existente entre as moléculas dos compostos barbitiri -
cos e as bases nitrogenadas, e sua grande afinidade por'esta*
belecer pontes de hidrogénio com adenina e seus derivadoes, pro
puseram que tais caracteristicas quimicas dos barbitliricos, pode -
riam explicar muitos dos seus efeitos bioldgicos.

Estudos sobre os efeitos dos barbitiricos nas sinap-
ses,tem evidenciado que eles sao capazes de interagir com re
ceptores especificos de diversos neurotransmissores na membra
na pds-sindptica (HO & HARRIS, 1981).

A partir da década de 70,foram obtidas inimeras
evidéncias da existéncia de receptores especificos para  ATP
e derivados da adenina na membrana de neurdnios, onde tais
substdncias podem atuar como neurotransmissores ouneuromoduladores
(para revisdo veja STONE, 1981 e SU, 1983). Recentemente LOHSE
et alii (1984) verificaram que o pentobarbital, hexobarbital e
meforbarbital se iigaraﬁ a receptores espegificos de adenocsi
na em membranas de neurdnios de cérebro de rato.

A ac3o direta do ATP, blogueando a permeabilida
de ao K+ na célula beta, evideﬁciada pela técnica de "patch
clamp" (COOK & HALES, 1984), sugere a possibilidade de uma in
teracao do ATP com provaveis receptores de membrgﬁa ali presen
tes. Desta forma, considerando o exposto acima, no gue tange
a capacidade dé interagdo dos barbitiiricos com os receptores
de adenosina e a semelhanga entre as duas células,nao se pode

excluir a possibilidade da agdo do tiopental ani@loga a do ATP, .




91

atuando sobre receptores deste composto na membrana da célula
beta.

Com relagdo ao papel do calcio na eletrofisiolo
gia da c@&lula beta,ele & reconhecido como responsével pelos
potenciais de acao (MEISSNER & PREISSLER 1979; ATWATER, 1980a). Como ja
nos referimos anteriormente, guando a despolarizagao induzida
por tiopental (0,5 e 2,0 mM), na presenga de 5,6 mM de glico-
se, atingiu valor préximo ao do potencial de platd a célula
passou a deflagrar potenciais de agao. Entretanto, aproxima-
damente apds 2 minutos ocorreu uma redugao acentuada de sua
frequéncia (Figs. 7 e 8). O aumento da resisténcia da membra
na, induzida por tiopental (0,5 mM), foi menos acentuado em
presenca de 5,6 e 11,1 mM de glicose do que na auséncia ou na
presenca de 2,8 mM do secretagogo (Fig. 12). Estes resulta -
dos parecem refletir uma maior permeabilidade idnica da mem-
brana, o que & compativel com a deflagragao de potenciais de
acdo induzida por tiopental na presenga de 5,6 mM de glicose.
A propdsito, durante a fase ativa a permeabilidade ao Ca2+ au
menta, como demonstradoc por DEAN & MATTHEWS (1970), ATWATER
et alii (1981); ATWATER et alii (1982).

0 estudo do efluxo de 45Ca, em ilhotas isoladas
de rato, revelou que a introducao de 0,5 mM‘de tiopental ao
meic porfusor, na auséncia de glicose, elevou significativa =
mente a fracao de efluxo de 45ca, apenas no 569, 589 e 62¢ mi
nutos de perfusao. Em presencga de 4,0 mM de rnglicose
o tiopental (0,5 mM nao alterou  © efluxo do radio-
isdtopo durante todo o periodo em que eséeve presente no meio
perfusor. Por outro lado, a introdugao do tiopental (0,5 e
2,0 mM) no meio perfusor contendo 5,6 mM de glicose, aumentou

o valor da fracao de efluxo do 45Cca das ilhotas, durante todo
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o periodo em gque esteve presente. Se considerarmos que o eflu

4SCa e Ca2+

xo0 de 45Ca pode estér refletindo uma troca dentre
(HERCHUELZ, 1980), esses resultados parecem compativeis com os
registros nos experimentos eletrofisiologicos, quais sejam:

1) deflagragao de potenciais de agao induzida por 0,5 e 2,0 mM
de tiopental, na presenca de 5,6 mM de glicose; 2) maior ele-
vagao da resisténcia da membrana, induzida por 0,5 mM de tio- .
pental, na presenga de 2,8 mM de glicose, do que na presenga -
de 5,6 mM deste secretagogo, indicativo de maior permeabilida-
de idnica da membrana.

O efeito dos compostos barbitlricos sobre a per
meabilidade do calcio € ainda controvertido, variando bastante
entre os diferentes.derivados da maloniluréia. L@YNING , et
alii (1964) verificaram gque o tiopental e pentobarbital, redu-
ziram o conteldo quantal médio liberado pelos terminais axdni-
cos de fibras Ta, nas suas sinapses com motoneurdnios da medu
la de gato. Diversos autores tem reportado também, que o actmu
1o de calcio induzido por despolarizacgaoc em sinaptossomos cere
baris, ganglios autondmicos e c&lulas nervosas "in vitro" e
inibido por diversdé compostos barbituricos (BLAUSTEIN & ECTOR
1975; BLAUSTEIN, 1976; FRIEDMAN et alii, 1979; ONDRUSEK et
aiii, 1979; LESLIE et alii, 1980; PERCY et alii, 1981; HARRIS

CTOKES,_1982). Particularmente, HEYER & MacDONALD (1982) su
geriram gue barbitlricos nao cdnvulsivantes, tais como pento -
barbital e fenobarbital, sao capazes de bloquear canais de cal
cio. -

Além disso, WILLOW & JOHNé&ON (1979), HARRIS &
STOKES (1982) e YAMAMOTO & HARRIS (1983) reportaram gque diver-

sos barbitiricos com propriedades sedativas, tais como pento -

barbital e amilobarbital, sao capazes de estimular a atividade
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da Caz+-ATPase na membrana de sinaptossomos.

Retomando nossos resultados, gostariamos de
destacar que o tiopental teve efeito transitdrio sobre aumen

45¢a (Figs., 15 e 16) e sobre a frequéncia

to do efluxo de
de deflagragac de potenciais de agao (Figs., 7 e 8). Tais
fatos, a luz dos dados bibliograficos pesquisados, parecem
indicar gue o tiopental inibe parcialmente o influxo de cal-
cio nas células beta. Esta afirmagdo se apoia també&m nas ob
servacoes de BOSCHERO et alii (1985), gque verificaram uma re
dugao da captagao de 4SCa por ilhotas isoladas, de raﬁos '
apbs 90 minutos de incubagao em presenga de 16,7 mM de glico
se e 2,0 mM de tiopental. Além disso, o pentobarbital, um
oxibarbitirico anélégo ac tiopental, induziu despolarizacgao
e aumento da resistidncia elétrica da membrana sem, contudo ,
induzir a deflagracdo de potenciais de agao (GONCALVES et
alii, 1982).

Por outro lado, o aumento transitdrio do eflu-
¥0 de 43ca também poderia estar refletindo uma agao estimula
tdria do tiopental sobre a Ca2+~ATPase da membrana da célula
beta. |

DIAS (1984) verificou um aumento de secregao
de insulina, .induzido por tiopental na presenéa de 6,0 mM de
glicose. Entretanto, a avaliagao da secregao de insulina rea
lizada, foi estitica e nao dindmica. Através desta Gltima,
poder-se-ia talvez detectar o efeito transitdrio do tiopen -
tal tambdm sobre a secrecao de insulina. Entrento, nao &
possivel descartar a possibilidade de uﬁa agao intracelular
do tiopental,'e médio e a longo prazo, sobre os reservatd -

rios de cadlcio. Em tempo, HELLMAN (1977) atribuiu ao pento-

barbital um efeito direto sobre a distribuigdo de ca®t intra
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celular, ao verificar um aumento da secregao de insulina por
ilhotas de camundongos ob/ob, em presenga de 20 mM de glico-

- . 2+
se e na ausencia de Ca

extracelular. Neste trabalho obser
vou també&m uma redugdo da concentragac de AMP ciclico.

Outro importante aspecto da agao dos barbitiri
cos, destacado na bibliografia, diz respeito & interagao des
ses compostos com fosfolipideos da membrana (para revisgo ve
ja ROTH, 1979; HO & HARRIS, 1981). Tal interagaoc tem sido
interpretada como a causa do aumento da fluidez da membrana
celular (LEE, 1976b; HARRIS & SCHROEDER, 1980). Este fendme
no, por sua vez, poderia implicar na alteragéo do funciona -
mento de canais idOnicos da membrana, afetando assim sua per-
meabilidade, bem como a comunicacgao intracelular nos tecidos
(LEE, 1976a, b; ROWLETT et alii, 1985).

Tal mecanismo de acao nao pode ser negligencia
do na analise de nossos resultados. Entretanto, através da
metodologia empregada, n3o se pode concluir até gue ponto a
possivel interacdo do tiopental com os fosfolipideos da mem-
brana da célula beta afetou a sua fisiologia. Cabe portanto,

a execucdo de outros experimentos para elucidar esta ques

tao.
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VI. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho nos propusemos estudar os efei-
tos do tiopental sobre a permeabilidade da célula beta do pan
creas ao K e ao Ca2+. Tal proposito advém do fato de que o
tiopental afeta a permeabilidade a esses ifons nas células ner
vosas, modificando sua fisiologia. Dessa maneira, esse barbi-
tirico pode vir a ser um instrumento de interesse ao estudo da
fisiologia das cé&lulas secretoras de insulina.

Os experimentos constituiram-se do registro da
atividade elétrica de células beta de ilhotas microdissecadas
de camundongo e da avaliagao do efluxo de 4SCa em ilhotas de
ratos, isoladas pela técnica da colagenase.

Para os estudos eletrofisioldgicos, as ilhotas
foram microdissecadas., introduzidas numa camara (volume = 1
mm3) e perfundidas constantemente, & razao de 1,4 ml/min. As solu
¢Oes perfusoras foram mantidas em banho-maria a 37%. Para
evitar a perda de calor, a solugao passou através de canulas
no interior de uma camara trocadora de calor. Os registros in
tracelulares foram obtidos através de microeletrodos, liga-
dos a um sistema de amplificacao e registro grafico.

Os resultados obtidos sao resumidos a seguir:

Preliminarmente, caracterizamos a atividade elé-
trica das células beta. Quando foi introduzido 11,1 mM de gli
cose & solugao perfusora, as c&lulas apresentaram resposta bi
fasica tipica, com uma freguéncia de "bursts" que variou de 2
a 5 por minuto. A remogao da glicose interrompeu a atividade
elétrica e hiperpolarizou a membrana da c&lula beta.

A introdugdo do tiopental (0,2; 0,5 ¢ 1,0 mM )
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no meio, quando as ilhotas foram perfundidas com solugao de
Krebs, promoveu a despolarizagdo da membrana da célula beta de
maneira dose dependente., Também foi observado efeito despola~-
rizante com a introdugéo de 0,5 mM de tiopental no meio perfu
sor, enriquecido com 2,8 mM de glicose.

Em presenga de 5,6 mM de glicose, o tiopental
(0,5 e 2,0 mM) promoveu despolarizaciac da membrana e deflagra~
cao de potenciais de ag3o. Estes se agrupam inicialmente
em surtos, semelhantes ao "bursts",e em seguida passaram a ser
deflagrados de maneira continua. A frequéncia destes foi di-
minuindo no decorrer do tempo.

A atividade elétrica padrd@o da célula beta, in-
duzida por 11,1 mM de glicose, foi modificada pelo tiopental
(0,5 e 2,0 mM). A sucessdo de "bursts" foi substituida pela
deflagracao continua de potenciais de acao.

Tanto os potenciais de agdo deflagrados pela cé-
lula beta em presenca de 5,6 mM de glicose e tiopental (0,5 e
2,0 mM), guanto em presencga dé 11,1 mM de glicose e tiopental
(0,5 e 2,0 mM), apresentaram amplitudes semelhantes aquelas ob
servadas durante a atividade elétrica padrio, induzida por
11,1 mM de glicose:

A introducao de 20 uM de DNP no meio perfusor,
inibiu a atividade elétrica das gélulas beta, induzida por
11,1 mM de glicose e hiperpolarizou a célula.

A atividade elétrica da célula beta, induzida
por 0,5 mM de tiopental, em presenca de 11,1 mM de glicose R
foi sO parcialmente revertida por 20 uM de DNP.

Em todos os experimentos, as alteragoes do poten
cial de membrana e da atividade elétrica induzidos pelo tio-

pental, foram revertidos com a sua remogac do meio de perfu~
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$ao0.

Na auséncia de glicose, o tiopental (0,5 e 1,0
mM)} induziu aumento da resisténcia da membrana da célula beta
a injecao de corrente,de maneira dose dependente.

Na auséncia e na presenga de 2,8 , 5,6 e 11,1
mM de glicose, o tiopental (0,5 mM) elevou a resisténcia da
membrana a injecgao de corrente, respectivamente, em 12,3% ,
49,2%, 17,9% e 1l6%.

Para a an&lise do efluxo de 4SCa, grupos de 80
a lSOIilhotas pancreaticas de rato foram pré-incubadas por 90
minutos, 1avados guatro vezes e transferidos para uma camara
de 0,3 ml de volume, contendo filtro milipore e perfundidos
com o auxilio de uma bomba peristiltica, 3 razdo de 0,6 ml/min,
por 80 minutos. O efluxo de 45Ca foi avaliado em termos de
fragao do efluxo.

Os resultados obtidos sio resumidos a seguir:

Na auséncia de glicose, 0,5 mM de tiopental au-
mentou significativamente o efluxo de 45Ca das ilhotas ape-
nas no 56° , 58° e 62° minutos de perfus3o.

| Na pfésenga de 4,0 mM de glicose, 0,5 mM de tio
pental nao alterou o efluxo de 45Ca das ilhotas durante todo

o periodo em que esteve presente no meio perfusor.
Em presenga de 5,6 mM de glicose, 0,5 mM de tio

45

pental elevou significativamente o efluxo de Ca das ilhotas,

durante todo o .periodo em que esteve presente no meio perfu—-
50T, Entret%;to, a partir do 509 minuto de perfusao o valor
da fragao de efluxo do 45Ca diminuiu graéativamente.

Em presenga de 5,6 mM de glicose, 2,0 mM de tio
pental elevou o efluxo de 450a das ilhotas de maneira mais a-

centuada gque no protocolo anterior. A partir do 52¢ minuto
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de perfusao, o valor da fragao de efluxo de 43ca passou a

ser gradualmente menor. Entretanto, de maneira mais abrupta

que em presenga de 0,5 mM de tiopental.

Os resultados obtidos nos permite concluir gque:

l'

O tiopental despolarizou a membrana da célu-
la beta, através do blogueio de sua permeabi

lidade ao K+.

A permeabilidade ao K' da membrana da c8lula
beta, blogueada pelo tiopental, & insensivel

a voltagem.

O blogueio da permeabilidade ao K" pelo tio-
pental na cé€lula beta, foi devido a uma agao
do tiobarbitiirico sobre a4 permeabilidade ao
K+ ativada por Ca2+ celular e/ou sébr@ a ina

tivada por ATP celular.

O tiopental exerceu uma agao dual sobre a per
meabilidade ao Ca2+ sensivel a4 voltagem na
célula beta. Ativou-a devido & sua agao des
poiarizante e blogueou-a, possivelmente, a

tuando sobre esses canais idnicos.
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