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RESUMO

Objetivo

Este trabalho estuda o efeito do tiopental sobre a permeabilidade ao K* em
ilhotas de Langerhans, isoladas de ratos.

Métodos

As ilhotas foram isoladas pelo método da colagenase, marcadas durante 90
minutos com ®RbCl (substituto de K*) e perfundidas em solucdo de Krebs-
bicarbonato em diferentes condi¢cdes experimentais.

Resultados

Os resultados indicam que o tiopental (0,2 e 2,0mM) reduziu o efluxo de #Rb
de ilhotas perfundidas, tanto na presenca quanto na auséncia de glicose, em
solucdo contendo ainda 20 ou 100ug/mL de tolbutamida, que é um bloqueador
dos canais de K* modulados pelo ATP. O efeito inibidor de tiopental no efluxo
do %°Rb foi mais notavel quando a perfusdo das ilhotas foi processada em
solucdo contendo diazoxida, substancia que abre os canais de K* modulados
pelo ATP.

1 Programa de Po6s-Graduacdo, Mestrado em Fisioterapia, Faculdade de Ciéncias da Satude, Universidade Metodista de Piracicaba.
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Conclusao

Com base em resultados obtidos em experimentos com sulfoniluréias,
constatou-se que o tiopental atua bloqueando preferencialmente, de maneira
dose-dependente e reversivel, os canais de K* modulados pelo ATP.

Termos de indexacao: célula B, efluxo de ®¢Rb, tiopental, ilhotas de Langerhans.

ABSTRACT

Objective

To study the effect of thiopental on the permeability to K* of isolated Langerhans
islets of rats.

Methods

The islets were isolated by collagenase method and marked for 90 minutes with
8RbCl (K* substitute), then perfused in Krebs-bicarbonate solution in different
experimental conditions.

Results

The results indicate that the thiopental (0.2 and 2.0mM) reduced the ¢Rb efflux
of perfused islets, either in glucose presence or in its absence, in solution
containing still 20 or 100ug/mL of tolbutamide, which is a blocker of channels K*
modulated by ATP. The inhibiting effect of tiopental in the *Rb efflux was even
more outstanding when the islets perfusion was processed in solution containing
diazoxide, substance that opens the K* channels modulated by ATP

Conclusion

Based on results obtained in experiments with sulphonylureas, it was verified
that thiopental acts by blocking preferentially, in a dose-dependent and reversible
way, the K* channels modulated by ATP

Indexing terms: B-cell, *°Rb efflux, thiopental, islets of Langerhans.

INTRODUCAO

O processo secretério da insulina, induzido
pela glicose e/ou outros secretagogos, de maneira
geral apresenta, como um dos eventos iniciais, a
reducao da condutancia ao K*, com conseqtiente
acumulo deste cation nas células B pancreaticas. Este
acumulo de cargas positivas leva a despolarizacao
da membrana, ativacdo de canais de Ca** (alta
condutancia) sensiveis a voltagem e, finalmente, a
ativacdo do sistema secretor?.

Com o aprimoramento das técnicas de registro
e, em especial, com o surgimento do Patch-Clamp?,
foi possivel a discriminacdo dos canais de K*
presentes nas células B, os quais sdo assim
denominados: canal de K* blogueados pelo Ca?* (alta
condutancia), canal de K* voltagem dependente

(baixa condutancia) e o canal de K* modulado pela
relacdo ATP/ADP3.

A atividade dos canais de K* da célula 3 esta
intimamente ligada as variacbes no potencial elétrico
da membrana, de tal modo que o canal de K*
blogueado pelo Ca?* (alta condutancia) participa da
despolarizacdo da célula B, auxiliando na retencdo
de cargas positivas; por outro lado, o canal de K*
voltagem dependente (baixa condutancia), quando
ativado, participa da repolarizacdo celular®®. Cabe
salientar que ambos os canais de K* sdo passiveis de
bloqueio pela tetraetilamonia (TEA)®.

Ja foi observado que as células  apresentam
uma populacdo de canais de K+ diferentes dos
demais, por serem modulados pela relacdo ATP/ADP
e serem responsaveis pela despolarizacao inicial
(pré-potencial) que deflagra o processo secretério da
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insulina’. Esses canais sdo bloqueados pela elevacao
na concentracdo citoplasmatica de ATP, desenca-
deada pelo metabolismo da glicose; portanto, a
atividade desses canais estd associada ao
metabolismo do referido secretagogo, sendo
atribuida a este a funcao de sensor metabolico para
a liberacédo de insulina®®.

No gue tange aos farmacos que modificam a
funcionalidade dos canais de K* modulados pelo ATP,
sabe-se que as sulfoniluréias como, por exemplo, a
tolbutamida, exercem seu efeito estimulador da
secrecao de insulina pelas células beta pancreaticas
por bloquear especificamente estes canais, nao
afetando, todavia, os demais canais de K+,
demonstrando uma especificidade de acao''-'. Por
outro lado, outras sulfoniluréias, como a diazoxida,
também atuam nas células B pancreéaticas
promovendo, no entanto, a abertura dos canais de
K* modulados pelo ATP e, portanto, atuando como
inibidores da secrecao de insulina''8,

Diversos pesquisadores demonstraram que,
no axdnio gigante da lula, os barbitdricos exercem
acao blogueadora da condutancia dos canais de K*,
promovendo despolarizacdo e sugerindo a génese
dos efeitos iniciais excitatérios, provocados por tais
anestésicos no sistema nervoso™.

Sevcik?® demonstrou que o barbiturico
tiopental apresenta alta afinidade com os canais de
K* presentes na membrana de axénios gigantes de
lula, estando a membrana em repouso ou
despolarizada. Tal barbitUrico provoca uma
reducdo na condutancia ao canal de K*, sendo
gue as despolarizacdes observadas sao do tipo
dose-dependentes.

Estudos realizados na década de 80
avaliaram o efluxo do ®Rb (radioisétopo marcador
da permeabilidade ao K*) em ilhotas pancreaticas
isoladas de ratos e demonstraram que o tiopental
reduziu significativamente o efluxo do #Rb, resultando
no aumento da secrecao de insulina induzida por
6,0mM de glicose. Ademais, demonstrou-se a
reversao de tal efeito, com a retirada do barbiturico
do meio de perfusao. O efeito do tiopental sobre o
efluxo do %Rb mostrou ser aditivo em relacdo ao
efeito da glicose, uma vez que, em presenca de

16,7mM de glicose, foi menor a reducao do efluxo
do referido isétopo induzido pelo tiopental?’.

Tendo em vista os dados apresentados acima,
destaca-se o consenso de que o tiopental atua nos
ionoforos do K+, presentes na membrana das células
B, entre outras. O objetivo deste trabalho foi o de
discriminar sobre qual dos trés tipos de
permeabilidades distintas ao K* o referido anestésico
atua, sabendo-se que: duas dessas permeabilidades
sdo especificas (uma regulavel pela relacao ATP/ADP
e outra pela concentracdo do Ca?* intracelular),
enquanto uma terceira é regulavel pelo potencial
de membrana.

METODOS

Foram utilizados ratos albinos Wistar, de
ambos os sexos, de 3 a 6 meses de idade, pesando
entre 150 e 300g, procedentes do Biotério da
Universidade Metodista de Piracicaba (Unimep). Os
animais foram mantidos em ciclo fotoperioédico
(claro/escuro) de 12 horas, sendo alimentados com
racao balanceada e &gua ad libitum.

Para o isolamento das ilhotas de Langerhans,
utilizou-se a técnica da colagenase?'. Apds o
isolamento, as ilhotas ficaram expostas a solucdo de
Hanks, contendo 2°Rb (radioisétopo tracador da
permeabilidade ao K*), durante 60 minutos. Apds
incubacao e lavagem, as ilhotas foram perfundidas
com solucao de Krebs-bicarbonato durante 80
minutos, sendo que os primeiros 20 minutos
constituem o periodo de adaptacao das ilhotas ao
sistema perfusor. A coleta das amostras teve inicio
no 20° minuto, em intervalos regulares de dois
minutos, e a radioatividade de cada frasco foi
avaliada em contador de radiacao beta Beckman,
utilizando-se para isso o efeito Cerenkov. Os resultados
dos experimentos estao expressos em termos da taxa
fracional de efluxo do #Rb (%/min).

A variacdo do efluxo do ®Rb foi avaliada
segundo o método descrito por Boschero &
Malaisse??: para cada experimento, calculou-se a
diferenca entre valores registrados apés a alteracdo
da condicao experimental (402 minuto) e os valores
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esperados, calculados pela extrapolacdo da curva
exponencial dos valores obtidos antes do
procedimento experimental (322 e 402 minutos).

O radiois6topo ®Rb (tracador da permeabili-
dade ao K*) foi adquirido da New England Rad.
Corporation, enquanto os sais e as demais substancias
quimicas, como a diazoxida (ativador do canal de
K+*), tolbutamida (bloqueador do canal de K¥),
terraetilamonia (TEA, bloqueador de canais de K*
de alta condutancia), EGTA (quelante de célcio) e 0
pentobarbital sédico (tiopental), foram adquiridas da
Sigma Diagn0sticos.

A avaliacao estatistica dos dados foi feita pela
aplicacdo de teste “t” de Student, admitindo-se
como significativos os valores de p<0,05.

RESULTAD OS

Foram avaliados, inicialmente, os efeitos da
glicose e do tiopental no efluxo do ®Rb, em presenca
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de tolbutamida. A Figura 1A mostra o efeito da
glicose (2,8mM) no efluxo do ®Rb de ilhotas
perfundidas na presenca de 20ug/mL de
tolbutamida. A média do efluxo, medida nos 10
minutos que precederam a introducao da glicose no
meio, foi de 2,26 = 0,06%/minuto. A glicose
2,8mM, presente no periodo entre 0 402 e o 60°min,
reduziu significativamente o efluxo do #Rb para
1,60 = 0,09%/minutos (valor médio para os minutos
entre 0 502 e 0 609). Este efeito da glicose no efluxo
do %°Rb foi reversivel pois, com a sua retirada, os
valores do efluxo voltaram a niveis semelhantes aos
da primeira fase.

AFigura 1B ilustra o efeito do tiopental (2mM)
no efluxo do #Rb em presenca de 20ug/mL de
tolbutamida e 2,8mM de glicose. Nota-se que, apds
a introducao do tiopental no meio, no intervalo
do 402 ao 602 minutos, o efluxo foi reduzido de
1,83 + 0,07 %/minutos (do 302 ao 402 minutos) para
1,19 £ 0,05%/minutos (do 50° ao 60° minutos), sendo
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Figura 1. Efeito da glicose (G) 2,8mM (A), e do tiopental (TIO) 2mM (B), sobre o efluxo do ®Rb de ilhotas perfundidas na presenca de
tolbutamida a 20ug/mL. A glicose e o tiopental estiveram presentes no intervalo compreendido entre o 40° e o 60° minutos da
perfusdo. Os pontos indicam as médias (xepm), sendo n=4 para cada condicao experimental.
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este efeito rapidamente revertido com a retirada da
droga do meio perfusor. A capacidade do tiopental
de reduzir o efluxo do ®Rb, mesmo na presenca de
glicose mais tolbutamida, fica mais evidente ainda
com a retirada da droga do meio (no 60° minuto),
apresentando uma alta significancia a partir do 64¢
minuto de perfusao. Nesta condicdo, o efluxo passou
de 1,2 £ 0,05%/minutos para 1,9+ 0,05% minutos.

A seguir, avaliou-se o efeito de diferentes
concentracoes de tolbutamida e tiopental no efluxo
do #Rb, na auséncia de glicose. A Figura 2A mostra
o efeito do barbiturato tiopental (0,2mM) no efluxo
do ®%Rb de ilhotas perfundidas, na presenca de
20ug/mL de tolbutamida. Nota-se que, nos 10
minutos que precederam a introducdo do anestésico
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no meio, a média do efluxo foi de 3,33 = 0,05%/
minutos. Na presenca do barbiturato (do 402 ao 60°
minutos), observou-se reducao significativa a partir
do 52¢ minutos da perfusao, quando o efluxo atingiu
2,93 + 0,09%/minutos (do 50° ao 60° minutos) da
perfusdo. Com a retirada do tiopental (60° minuto),
o efluxo novamente elevou-se.

Quando a concentracdo do tiopental foi
elevada para 2mM (Figura 2B), o efluxo do #Rb foi
reduzido significativamente de 3,40 + 0,03%/minutos
para 1,94 + 0,03%/minutos. Com a elevacao da
concentracdo da tolbutamida para 100ug/mL
(Figura 2C), o tiopental (2mM) mostrou-se ainda
efetivo em reduzir o efluxo do ®Rb, passando de
3,66 + 0,01 %/minutos para 2,80 + 0,03%/minutos.
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Figura 2. Efeito do tiopental a 0,2mM (A) e 2mM (B e C), sobre o efluxo do #Rb de ilhotas perfundidas na presenca de tolbutamida 20mM (A
e B) e 100mM (C) e na auséncia de glicose. A tolbutamida esteve presente todo o periodo de perfusao, acrescentando-se a mesma
o barbiturato entre o 40° e o 60° minuto. Os simbolos representam as médias (xepm), sendo n=4 para cada condicao experimental.
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Na Figura 3A, apresentam-se os efeitos de
diferentes concentracoes de diazoxida e tiopental
sobre o efluxo do Rb, podendo-se ainda observar
gue a introducao do tiopental (0,2mM) no meio
perfusor contendo 20ug/mL de diazoxida
induziu uma drastica reducdo no efluxo do Rb de
3,0% + 0,09%/min na primeira fase para 1,7 + 0,05%/
min na fase intermediaria. O efeito do anestésico foi
significativamente maior, quando sua concentracao
foi elevada para 2mM. Neste caso, o efluxo do ®Rb
caiu de 3,1 = 0,02%/minutos para 1,1 = 0,02%/
minutos. A acdo inibidora do tiopental sobre o efluxo
do ®Rb foi atenuada, quando a concentracdo da
diazoxida foi elevada para 100ug/mL (Figura 3B).
Confirmando os dados obtidos nas figuras anteriores,
o efeito do tiopental foi rapido, sendo rapidamente
revertido com a retirada do barbittrico do meio.

O efeito do tiopental no efluxo do ®Rb na
presenca de TEA estd apresentado na Figura 4, onde
se observa que a introducdo de 2mM de tiopental
(no 402 minuto), no meio perfusor contendo 20mM
de TEA (substancia que bloqueia a PK (Ca)i e Vm
dependentes), induziu uma reducdo rapida e
altamente significativa no efluxo do ®Rb. Este passou
de 3,1 £ 0,08%/minutos, na fase inicial da perfusao,
para 1,4 £0,1%/minutos, na presenca do anestésico.
A reversibilidade do tiopental ficou evidente ao
analisar-se a retirada do farmaco do meio (602
minuto): nesta fase, o efluxo voltou a aumentar
gradativamente até valores semelhantes aos da
primeira fase.

Por fim, foi analisado o efluxo do #Rb de
ilhotas isoladas e perfundidas na presenca de TEA,
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Figura 3. Efeito do tiopental (TIO) a 0,2mM (tridngulos) e 2mM (circulos), sobre o efluxo do #Rb de ilhotas perfundidas na auséncia de glicose
e na presenca de diazoxida 20ug/mL (A) e 100pg/mL (B). As linhas tracejadas delimitam o intervalo de tempo em que o tiopental esteve
presente na perfusao. Os simbolos representam as médias (xepm), sendo n=4 para cada condicao experimental.
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diazoxida e tiopental, dando énfase ao efeito da
retirada do anestésico. A Figura 5A ilustra o efluxo
do #Rb de ilhotas perfundidas na auséncia de Ca** e
glicose, e na presenca de 20mM de TEA, mais 2mM
de tiopental e 20ug/mL de diazoxida. Durante a
primeira fase, o efluxo foi de 1,7 + 0,05%/minutos;
contudo, com a retirada do tiopental do meio perfusor
(402 a 60° minutos), notou-se um aumento abrupto
e de grande magnitude no efluxo do #Rb, o qual
atingiu a média de 4,9 + 0,5%/minutos entre os 50°
e 602 minutos do periodo de perfusdao. Com a
re-introducéo do tiopental no meio, o efluxo do
8Rb voltou a valores semelhantes aos da primeira
fase.

A Figura 5B ilustra o efluxo do ®Rb de ilhotas
perfundidas na auséncia extracelular de Ca** e de
glicose, porém, na presenca de 20mM de TEA e 2mM
de tiopental. O efluxo do ®Rb foi de 0,93 + 0,05%/
minutos entre o 302 e 40° minutos e ndo foi afetado
pela introducdo no meio perfusor de 20ug/mL de
diazoxida (0,85 + 0,03%/minutos, entre 0 502 e 60°
minutos). A retirada do diazoxida do meio (no 60°
minuto) nao alterou o efluxo do ®Rb.

DISCUSSAO

As alteracoes na permeabilidade do K* na
membrana das células beta, induzidas pela glicose,
sao fundamentais para o inicio da cascata de eventos
gue culmina com a secrecao da insulina. O
conhecimento detalhado da fisiologia dos canais de
K*, em especial, daqueles canais modulados pelo
ATP, se reveste de fundamental importancia,
considerando-se seu envolvimento no processo
acima referido. Sua relevancia é ébvia, ademais,
considerando-se a sua efetiva implicacdo no controle
clinico da manutencao de pacientes diabéticos nao
dependentes de insulina, através de hipoglicemiantes
orais, tais como as sulfoniluréias, as quais atuam
nesses canais.

Ho & Harris??, analisando células nervosas,
comprovaram gue o tiobarbiturato tiopental modifica
o potencial de membrana, além de exibir alta
afinidade com o canal de K*, produzindo neste um
efeito bloqueador e, com isso, estimulando o
neurdnio ao invés de inibi-lo. Da Silva?*, estudando
o efeito do tiopental sobre a secrecao de insulina e
a permeabilidade ao K* em ilhotas isoladas, constatou
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Figura 4. Efeito do tiopental (TIO) 2mM sobre o efluxo do #Rb de ilhotas perfundidas na presenca de Tetraetilamonia (TEA) 20 mM, e na
auséncia de glicose. O barbiturico (TIO) esteve presente no intervalo compreendido entre o 40° e o 60° minuto da perfusao. Os pontos

representam as médias (xepm) n=6.
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Figura 5. A Figura (A) ilustra o efeito da retirada do tiopental 2mM do meio perfusor, sobre o efluxo do #Rb de ilhotas perfundidas na auséncia
de glicose e de Ca?* e na presenca de 20mM de Tetraetilamonia (TEA), 20ug/mL de diazoxida, 0,5mM de EGTA. O barbiturato (TIO)
esteve ausente no intervalo compreendido entre o0 40° e 0 60° minuto de perfusao, como delimitado pelas linhas verticais pontilhadas.
A Figura (B), ilustra o efeito da adicao de diazoxida 20pug/ml sobre o efluxo do #Rb de ilhotas perfundidas na auséncia de glicose e
de Ca?, e na presenca de TEA 20mM, tiopental 2mM, EGTA 0,5mM. A diazoxida foi adicionada ao meio perfusor entre 0 40° e 0 60°
minuto da perfusdo, como delimitado pelas linhas verticais pontilhadas. Os pontos representam as médias (zepm), n=4.

gue o barbiturico reduz o efluxo de ®Rb, poten-
cializando a secrecao de insulina; verificou ainda que
a reducdo também ocorreu na presenca de
menadione, um conhecido aceptor de hidrogénio,
gue atua reduzindo a formacdo de NAD(P)H em
ilhotas isoladas®. Na primeira parte deste trabalho
compara-se a acdo do barbiturato tiopental sobre o
efluxo de ®RDb, de ilhotas isoladas e perfundidas na
presenca e na auséncia de glicose, além de verificar
a acao complementar sobre o efeito produzido pela
tolbutamida.
A glicose e a tolbutamida partilham de uma
acao especifica sobre os canais de K* modulados
pelo ATP. Note-se, na Figura 1A, que a tolbutamida

20pg/mL manteve reduzido o efluxo de Rb na
auséncia de glicose, sendo que a adicdo de 2,8mM
de glicose ao meio provocou reducdo suplementar
no efluxo do radiois6topo, como ja havia sido
observado por outros autores?. A Figura 1B mostra
que a adicao de tiopental ao meio contendo glicose
e tolbutamida provocou maior reducéo adicional no
efluxo de ®Rb. Esse efeito foi rapidamente revertido
com a retirada do anestésico do meio, registrada no
602 minuto de perfusao, indicando que o tiopental,
enquanto glicosensor, nao exerce acao toxica sobre
a fisiologia da células B.
Na mesma linha de raciocinio, analisou-se o
efeito do tiopental na auséncia de glicose, porém,
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na presenca de diferentes concentracdes de
tolbutamida. A acéo do tiopental sobre o efluxo de
8Rb sugere ser esta, dose-dependente, como ilustram
as Figuras 2A e 2B. Ademais, como mostra a Figura
2C, na concentracao de 2mM, o tiopental mostrou
eficacia em reduzir o efluxo de ®Rb, mesmo na
presenca de altas concentracoes de tolbutamida
(100ug/mL).

Dentre as diferentes sulfoniluréias, a diazoxida
exibe propriedades hiperglicemiantes, pois atua
diretamente nas células beta, inibindo a secrecdo
de insulina estimulada por varios agentes?®. Em
contraste com os agentes hipoglicemiantes como a
tolbutamida, a diazoxida produz ativacao do canal
de K-ATP modulavel, ndo exercendo efeito sobre os
demais canais de K* presentes na membrana das
células B2%.

Assim, tornou-se imperativo também estudar
uma possivel acdo do tiopental sobre o efluxo do
8Rb na presenca da diazoxida. As Figuras 3A e 3B
mostram que, mesmo na presenca de 20ug/mL de
diazoxida, o tiopental reduziu significativamente o
efluxo de #Rb, sendo mais evidente na concentracao
de 2,0mM. Por sua vez, a Figura 3C mostra que
0,2mM de tiopental também promoveu reducao de
efluxo de #Rb na presenca de 100ug/mL de
diazoxida. Em principio, embora ndo conclusivos,
estes resultados afastam a idéia de uma acao
competitiva entre as duas drogas.

Indiretamente, os dados indicam que o
tiopental exerce sua acdo sobre os canais de K*
modulados pelo ATP. Neste sentido, os estudos
eletrofisiolégicos apresentados por Goncalves e
Silva?®, associados aos registros recentes de
patch-clamp?®, confirmam tal hipotese. A propésito,
é muito sugestivo o fato de que, em altas concentra-
coes de glicose (16,7mM), quando os canais de K*
modulados pelo ATP estdo praticamente fechados,
o tiopental pode nao exercer acao significativa.

Tendo presente o aspecto discutido, a
segunda parte deste trabalho analisa as possiveis
influéncias do tiopental sobre os canais de K*
bloqueados por Ca%* ou voltagem dependente®.
Quanto a este aspecto, verifica-se na Figura 4 que o

tiopental promoveu reducao adicional no efluxo do
radioisotopo, sugerindo acdo sobre a permeabilidade
ao potassio, que nado foi afetada pela presenca da
tetraetilamonia (TEA). Finalmente, a Figura 5 ilustra
dois protocolos, 0s quais sdo subsidios importantes
para a hipdtese de que o tiopental atua nos canais
de K* modulados pelo ATP. A Figura 5B ilustra com
clareza o efluxo do ®Rb observado na presenca do
tiopental, efluxo que nao foi alterado com a adicao
de diazoxida (do 40° ao 60° minutos) ao meio
contendo tetraetilamdnia e EGTA. Por outro lado, a
Figura 5A mostra que, concomitante a retirada do
anestésico do meio perfusor, houve uma elevacao
de 185% no efluxo do ®Rb, o qual retornou aos
valores da primeira fase, concomitantemente a
reintroducao do anestésico tiopental.

Frente aos resultados obtidos em experi-
mentos com sulfoniluréias, constatou-se que o
tiopental atua blogueando preferencialmente, de
maneira dose-dependente e reversivel, os canais de
K+ modulados pela relacdo ATP/ADP.
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