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RESUMO 

A introdução do éter na prática anestésica por William Morton em 1846 e o posterior 

surgimento de outros agentes anestésicos possibilitaram o desenvolvimento e o 

aperfeiçoamento das diferentes especialidades cirúrgicas. No entanto, apesar da importância e 

do amplo uso clínico, o mecanismo de ação desses agentes ainda não foi esclarecido. Há 

evidencias de que os anestésicos potencializam a neurotransmissão inibitória, mas os aspectos 

moleculares envolvidos permanecem desconhecidos. O presente estudo teve como objetivo 

avaliar o efeito do anestésico inalatório sevoflurano na liberação do GABA, principal 

neurotrasmissor inibitório do sistema nervoso central de mamíferos. Para isso, fatias de córtex 

cerebral de ratos foram marcadas com [
3
H]GABA, e, após etapas de centrifugação e lavagens, 

foram estimuladas com diferentes concentrações do anestésico (0,058, 0,11, 0,23, 0,46, 0,93 

mM). O sevoflurano aumentou a liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex cerebral de ratos 

de maneira dependente da concentração e do tempo de incubação. Essa liberação foi 

independente do Ca
2+

, já que foi inalterada pelo EGTA e BAPTA. A inibição de canais para Na
+
 

pela tetrodotoxina também não interferiu na liberação de [
3
H]GABA induzida pelo anestésico. 

Esses dados sugerem que a liberação desse neurotransmissor via exocitose não está 

envolvida na ação do sevoflurano. O SKF 89976A, bloqueador do GAT-1, transportador de 

GABA presente na membrana pré sináptica de neurônios GABAérgicos, inibiu em cerca de 

57,2% a liberação deste neurotransmissor induzida pelo sevoflurano (p<0,05). Da mesma 

forma, observou-se inibição de 83,1% (p<0,05) da liberação induzida pelo anestésico quando 

as fatias foram incubadas em baixas temperaturas (17ºC), condição esta em que a liberação de 

GABA mediada por carreadores está inibida. A β-alanina, um inibidor dos transportadores GAT-

2 e GAT-3, presentes na membrana das células da glia, não interferiu na liberação de 

[
3
H]GABA induzida pelo anestésico, demonstrando que estas células parecem não estar 

envolvidas nessa ação. Os resultados do presente trabalho sugerem que o sevoflurano induz a 

liberação não-exocitótica de GABA em fatias de córtex cerebral de ratos, através de um 

mecanismo Ca
2+

-independente, que envolve o transportador deste neurotransmissor presente 

na membrana neuronal. 
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ABSTRACT 

The introduction of ether in anesthesia, by William Morton in 1846, and the emergence of 

other anesthetics made possible the development and improvement of different surgical 

modalities. However, despite the importance and the broad clinical use, the action mechanism 

of these agents is still unclear. Evidences show that anesthetics potentialize inhibitory 

neurotransmission, but the precise molecular targets remain unknown. The present study aimed 

to evaluate the effect of the inhalatory anesthetic sevoflurane on the release of GABA which is 

the main inhibitory neurotransmitter in mammalian central nervous system. Rat cortical brain 

slices were stained with [
3
H]GABA. Following centrifugation and washing out steps, slices were 

stimulated with different concentrations of anesthetic (0.058, 0.11, 0.23, 0.46, 0.93 mM). 

Sevoflurane increased [
3
H]GABA release in cortical brain slices. This effect was dose-

dependent and time incubation-dependent. Such release was independent of Ca
2+

, since it was 

unaffected by EGTA and BAPTA. Inhibition of tetrodotoxin resistant Na
+
 channels didn‟t 

interfere on anesthetic induced [
3
H]GABA release as well. These data suggest that exocytotic 

[
3
H]GABA release is not related to sevoflurane action. SKF 89976A, a blocker of GAT1, a GABA 

transporter present at the pre-synaptic plasma membrane of GABAergic neurons, inhibited by 

57,2% the sevoflurane induced GABA release (P<0,05). In the same way, it was observed an 

inhibition of 83,1% (p<0,05) in the sevoflurane induced GABA release when slices were kept at 

low temperatures (17
o
C). In this condition, GABA release mediated by carriers is impaired. β-

alanine, an inhibitor of GAT-2 and GAT-3 present at glial membranes, didn‟t interfere in the 

[
3
H]GABA release induced by the anesthetic, demonstrating that these cells seem not to be 

involved in that action. Altogether, results of the present work suggest that sevoflurane induces 

a non-exocytotic GABA release in rat brain cortical slices, through a calcium-independent way, 

that involves the transporter of this neurotransmitter, present at neuronal membrane. 
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1.1 Os anestésicos inalatórios 

A evolução da cirurgia na era moderna está diretamente ligada ao desenvolvimento dos 

anestésicos inalatórios (Jacob et al., 2009). A capacidade de provocar no paciente 

inconsciência e insensibilidade a estímulos dolorosos tornou os anestésicos indispensáveis e 

uma das drogas mais usadas atualmente (Franks, 2006). Desde a demonstração pública do 

uso do éter na anestesia cirúrgica, ocorrida em 1846 por Willian T. G. Morton, diversos outros 

compostos têm sido desenvolvidos, sempre buscando alternativas mais efetivas e com 

menores efeitos colaterais (Vandam, 1994). 

Os primeiros agentes anestésicos a serem desenvolvidos eram inflamáveis, mas esse 

problema viria a ser resolvido a partir da década de 30, com a criação dos primeiros compostos 

halogenados, contendo o flúor em sua molécula. Isso trouxe outros benefícios, como o 

aumento da estabilidade e menor atividade contra a camada de ozônio (Jones, 1990; Merret e 

Jones, 1994). 

Dos anestésicos inalatórios atualmente disponíveis, o halotano foi o primeiro a ser 

introduzido, o que ocorreu em 1956. Devido à disponibilidade para ser usado em máscara, 

esse agente foi, por muito tempo, o anestésico de escolha nos procedimentos cirúrgicos.  

(Mazze; Ebert; Kharasch, 1998). Entretanto, o halotano apresenta muitas características 

indesejáveis, como o aumento da sensibilização do miocárdio às catecolaminas, o que 

favorece a ocorrências de arritmias graves. Além disso, ocasionalmente pode levar à hepatite e 

insuficiência hepática.  (Merret e Jones, 1994). 

Em 1972, o sevoflurano foi descrito pela primeira vez, apresentando propriedades 

vantajosas (Wallin; Regan; Napoli, 1975). Entre elas, incluem-se os efeitos mínimos sobre o 

sistema cardiorrespiratório, efeitos reversíveis no SNC, maior margem de segurança entre dose 

tóxica e terapêutica, além da ausência de efeito tóxico cumulativo com as exposições 

repetidas. Entretanto, seu uso clínico só foi liberado em 1990 no Japão, em 1995 na Alemanha 

e em 1996 nos Estados Unidos (Behne; Wilker; Harder, 1999). Como apresenta um baixo 

coeficiente de partição sangue:gás, a indução e a recuperação anestésicas são mais rápidas e 

previsíveis. Apresenta ainda a peculiaridade do odor adocicado, sem provocar irritação de vias 
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aéreas, e um efeito broncodilatador potente, tornando-o um excelente candidato para indução 

de anestesia sob máscara tanto em adultos como em crianças (Jacob et al., 2009). 

Dados norte-americanos mostraram que o sevoflurano e outros dois importantes 

anestésicos - o isoflurano e desflurano - são responsáveis por 97% do mercado de agentes 

inalatórios naquele país (Delgado-Herrera; Ostroff; Rogers, 2001). 

Apesar do uso na prática cirúrgica há várias décadas, o mecanismo de ação dessas 

substâncias voláteis ainda não foi esclarecido e os vários estudos que têm sido publicados dão 

idéia do amplo espectro desse assunto (Antlkowiak, 2001).  

 

1.1.1 Efeitos dos anestésicos inalatórios sobre o sistema nervoso central 

1.1.1.1 Substratos neuroanatômicos 

A anestesia geral é caracterizada clinicamente pela tríade de inconsciência, amnésia e 

imobilidade aos estímulos nociceptivos (Antognini; Carstens, 2002). Nos últimos anos, muitos 

estudos têm atribuído esses efeitos clínicos às ações dos anestésicos em diferentes áreas no 

SNC (Kendig 1993, Eger et al., 1997).  

Apesar de sofrer influências modulatórias supra espinhais, a medula espinhal é o principal 

local de ação dos anestésicos inalatórios no SNC para promoverem a imobilidade (Borges;  

Antognini, 1994; Rampil et al., 1993). Em 1994, Rampil mostrou que a transecção medular em 

nível torácico alto praticamente não afeta a capacidade dos anestésicos voláteis suprimir os 

movimentos (Rampil, 1994). Importante destacar ainda que, ao deprimir a atividade medular, 

ocorre bloqueio dos impulsos nociceptivos na medula espinhal, diminuindo a transmissão 

ascendente da informação dolorosa que estimularia o despertar (Kengig, 1993; Antognini; 

Wang; Carstens, 2000). 

A inconsciência, definida com perda da responsividade a estímulos, é também um 

importante efeito dos anestésicos voláteis. Atualmente, postula-se que a consciência seria uma 

função integrativa de muitas áreas do cérebro, incluindo o córtex, tálamo, sistema límbico e 

gânglios da base (Edelman, 2003). Assim, os anestésicos podem induzir a perda da 
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consciência pela inibição de uma área específica ou pela depressão dessas várias áreas 

citadas. 

Estudos utilizando técnicas de neuroimagem funcional mostram que diferentes anestésicos 

levam à redução global da atividade de neurônios corticais, com variações regionais 

significativas (Alkire et al., 1999). Também mostram redução na atividade metabólica de 

estruturas subcorticais, incluindo tálamo, formação reticular ativadora ascendente e 

possivelmente o hipotálamo (Alkire; Haier, 2001).   

Há evidências apontando os núcleos intralaminares do tálamo como centro de integração 

da consciência através das diversas conexões com o córtex e o sistema reticular ativador 

ascendente (SRAA) (revisto por Perry e cols., 1999). É por meio dessas conexões com o córtex 

que o estímulo doloroso, ao chegar ao centro de percepção da dor, localizado no tálamo, será 

conscientizado e classificado.  

Já foi observado que, durante a anestesia profunda, neurônios do tálamo têm metabolismo 

de glicose mais alterado (Campagna; Miller; Forman, 2003). Há também evidencias 

eletroencefalográficas de que estruturas talâmicas são inibidas por concentração hipnóticas de 

anestésicos como o sevoflurano e propofol (Gugino, 2001). 

Apesar de muitos anestésicos gerais deprimirem a atividade neuronal no sistema 

talamocortical em concentrações hipnóticas, esse não é necessariamente o mecanismo mais 

importante para causar a inconsciência, visto que alguns agentes como a cetamina produzem 

hipnose sem provocar alterações marcantes nesses locais (Cariani, 2000; Maschour, 2004). 

Na década de 1940, Magoun e Moruzzi descobriram que muitos núcleos da SRAA estariam 

envolvidos na excitação, sono e vigília (Moruzzi; Magoun, 1949). Essas estruturas, então, 

seriam alvos possíveis para os anestésicos gerais produzirem seu efeito sedativo e hipnótico. 

De fato, estudos em gatos mostraram que o halotano, enflurano e isoflurano deprimem o 

disparo espontâneo da SRAA (Ogawa et al., 1992). Por outro lado, foi demonstrado que lesões 

extensas no SRAA suprimem a atividade eletroencefalográfica em resposta a estímulos, mas 

os animais mantém-se completamente despertos (Feldman; Waller, 1962). Portanto não há 
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evidências experimentais de que o SRAA seja o único ou mesmo o principal local de ação dos 

anestésicos inalatórios. 

O sono e a anestesia geral dividem algumas características comuns, incluindo a depressão 

sensorial e motora, o padrão eletroencefalográfico e a fase de recuperação (Tung et al, 2004). 

Então, os mecanismos hipotalâmicos envolvidos na regulação do sono podem ter um papel na 

hipnose induzida pela anestesia. Talvez essa hipótese seja consistente com o efeito hipnótico 

observado durante aplicação direta de agentes GABAérgicos no núcleo tuberomamário, uma 

região do hipotálamo envolvida na regulação do sono e vigília. (Nelson, 2002). 

A amnésia, outro efeito clínico induzido pelos anestésicos, pode também estar relacionada 

à ação desses agentes no hipocampo. Essa estrutura é considera responsável por algumas 

formas de memória, como a espacial e a anterógrada (Redman, 1996). Já foi demonstrado que 

os anestésicos inalatórios suprimem a atividade de neurônios da região CA1 do hipocampo, o 

que ajudaria a explicar a perda da memória durante a anestesia (Eger, 1997) 

Enfim, apesar do considerável progresso ocorrido nos últimos anos, ainda não está 

esclarecido como os anestésicos gerais afetam a função do SNC para provocar efeitos clínicos 

tão diversos. 

 

1.1.1.2 Mecanismos moleculares 

Desde os primeiros anos de introdução dos anestésicos na prática clínica, surgiram 

várias especulações sobre o mecanismo molecular de ação desses agentes. Por volta de 1900, 

Meyer e Overton descobriam uma correlação direta entre a potência dos anestésicos e sua 

solubilidade em óleo (Revisto por Rudolph; Antkowiak, 2004). Na hipótese lipídica, os 

anestésicos gerais atuariam através de um mecanismo comum e inespecífico, dissolvendo-se 

na membrana das células nervosas, causando alterações estruturais na bicamada lipídica  

(Miller, 1961). 

Entretanto, apesar da boa aceitação naquela época, a hipótese não explicava muitas 

observações intrigantes que começaram a ser feitas. Dentre elas, o fenômeno da interrupção, 
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em que ocorre perda da atividade anestésica além de um determinado limite de aumento no 

comprimento da cadeia de hidrocarboneto, embora a solubilidade lipídica continuasse a 

aumentar. Outra questão inexplicada era as diferenças entre as potências de esteroisômeros 

do mesmo anestésico, apesar de conservarem a mesma solubilidade lipídica (Franks; Lieb, 

1991; Harris; Moody; Skolnick, 1992) 

No início da década de 1980, existiam fortes razões para se questionar a validade da 

hipótese lipídica, mas faltavam evidências para validar uma idéia até então alternativa, 

conhecida como hipótese protéica. Segunda ela, os anestésicos provocariam seus efeitos por 

se ligarem diretamente em proteínas-alvo (Franks, 2006). 

Foram os estudos de Franks & Lieb que fortaleceram essa hipótese, lançando as bases 

para o melhor entendimento da ação molecular desses agentes. Em um dos seus trabalhos 

mais importantes, esses autores mostraram que diversos anestésicos poderiam inibir a 

atividade de uma proteína, a enzima luciferase do inseto pirilampo. Mostraram ainda a 

existência de correlação entre a dose requerida para essa inibição e a dose usada para 

anestesia em animais (Franks & Lieb, 1984). 

Assim, a partir da correlação da potência anestésica com solubilidade lipídica e da 

capacidade de ligação protéica dos anestésicos inalatórios, acredita-se que provavelmente 

ocorra uma ligação destes agentes a domínios hidrofóbicos específicos das proteínas, 

especialmente canais protéico  (Franks & Lieb, 1994).  

Nos últimos anos, os canais iônicos, que têm papel de destaque na transmissão 

neuronal, emergiram como importante alvos de ação dos anestésicos inalatórios. (Franks & 

Lieb, 1994; Antkowiak, 2001; Hemmings et al., 2005; revisto por Franks, 2006). Entretanto, 

ainda não está claro a associação desses alvos com os efeitos clínicos desejados na 

anestesia.  

Os canais iônicos podem ser subdivididos em canais operados por voltagem, em que o 

mecanismo de abertura do canal é dependente da variação da voltagem na membrana 

plasmática, e em canais operados por ligante, onde uma molécula se ligaria a um receptor 

associado a um canal iônico. 
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Quando um potencial de ação se propaga até o terminal nervoso, a membrana 

despolariza-se, ativando os canais de sódio dependentes de voltagem (Nav). Ocorre uma 

potencialização da alteração da voltagem da membrana, quando então o limiar de ativação dos 

canais para Ca
2+

 operados por voltagem (Cavs) será atingido. O influxo de Ca
2+

 através destes 

canais deflagra a exocitose de vesículas sinápticas com conseqüente liberação do 

neurotransmissor (Katz; Miledi, 1967; revisto por Neher, 1998). Em concentrações clinicamente 

relevantes, os anestésicos gerais alteram a transmissão do impulso entre os neurônios do 

SNC, parecendo não afetar a condução axonal (Rudolph; Antkowiak, 2004). Assim, é posssível 

que os canais Nav e Cav possam ser um alvo pré-sináptico dos anestésicos inalatórios, 

interferindo, consequentemente, na transmissão sináptica. De fato, foi demonstrado que os 

anestésicos voláteis podem deprimir as correntes dos canais para Ca
2+

 voltagem dependente 

e, conseqüentemente, inibir a liberação de neurotransmissores (Yamakage; Hirshman; Croxton, 

1995).  

Os canais de sódio são proteínas transmembranas presentes nas células excitáveis, 

onde são responsáveis pela geração e propagação do potencial de ação (Beleboni et. al. 

2004).  Com base em sua seqüência de aminoácidos e sensibilidade à tetrodotoxina, os canais 

de sódio podem ser classificados em dois grupos: isoformas do grupo Nav1, que são 9 

homólogos sensíveis  à tetrodotoxina e denominados de NaV1.1 a NaV1.9, e o grupo NaX, que é 

insensível à  tetrodotoxina e difere estruturalmente do primeiro grupo em regiões críticas do 

canal (Goldin  et. al. 2000). Os canais do grupo NaV1 encontram-se principalmente nos 

neurônios, coração, gânglios nervosos e músculo esquelético. Os canais do tipo NaX são 

provavelmente responsáveis pelo transporte e absorção de Na
+
, dependem da concentração 

de Na
+
  no meio (Watanabe  et. al. 2000), e são encontrados principalmente no coração e 

neurônios sensoriais (Escoubas et. al. 2000). 

Baseado em critérios farmacológicos e eletrofisiológicos, seis tipos de correntes de 

Cavs foram identificados: L, N, P/ Q, R e T. Atuamente eles são chamados, respectivamente, 

de Cav1.x, Cav2.2; Cav2.1; Cav2.3; Cav3.x. (Minor Jr.; Findeisen, 2010). Os Cavs são divididos 

em canais ativados por baixa voltagem e inativados rapidamente (Cav3.x), e canais ativados 

por alta voltagem, no qual necessitam de grande voltagem para serem ativados e são 
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inativados lentamente (Cav1.x, Cav2.2; Cav2.1; Cav2.3) (revisto por Meir et al.,1999; Minor Jr.; 

Findeisen, 2010). Dados da literatura sugerem que os canais para Ca
2+

 do tipo Cav2.2; Cav2.1 

estão envolvidos na regulação da excitabilidade e são essenciais na transmissão sináptica e, 

conseqüentemente, na liberação de neurotransmissores (Dunlap; Luebke; Turner, 1995).  

Alguns autores têm investigado se esses canais são alvos dos anestésicos inalatórios 

no SNC, porém, resultados contraditórios foram observados. Study (1994) investigou o efeito 

do isoflurano nas correntes de Ca
2+

 em neurônios de hipocampo. Esse autor demonstrou que o 

isoflurano, em concentrações clinicamente relevantes, inibiu as correntes de Ca
2+

 ativadas por 

baixa e alta voltagem. No entanto, Hall, Lieb e Franks (1994) observaram que os Cavs do tipo 

Cav2.1 são insensíveis a uma variedade de anestésicos gerais (halotano, isoflurano, tiopental, 

pentobarbital e propofol).  

Os canais iônicos operados por ligantes também parecem desempenhar um papel 

importante na anestesia. Os receptores ionotrópicos como o para GABA (ácido  γ-

aminobutírico) do tipo A, para acetilcolina do tipo nicotínico e para glutamato são considerados 

sítios de ação dos anestésicos gerais (Campagna; Miller; Forman, 2003). Há evidências de que 

os anestésicos atuam nos receptores GABAérgicos por diferentes mecanismos. (Johnston, 

1996a; Korpi; Grunder; Luddens, 2002). Entre eles, o aumento da ação do GABA no receptor, 

potencializando a corrente inibitória pós- sináptica gerada; a redução da dessensibilização 

desses receptores; e, em concentrações mais altas dos anestésicos, a ativação direta do 

GABA-A, mesmo sem participação do GABA (Orser et al., 1998). 

 

1.2 Transmissão GABAérgica 

O GABA é o neurotransmissor inibitório mais abundante no SNC de mamíferos. 

Estima-se que ele esteja envolvido primariamente em 30-40% dos neurônios no SNC, 

principalmente como interneurônios (Hendry et al., 1987; Roberts, 1986a). Foi 

independentemente identificado em 1950 por Roberts e Frank e por Awapara e colaboradores, 

que também comprovaram sua presença no cérebro dos vertebrados (Awapara et al., 1950; 

Roberts; Frankel, 1950). Entretanto, os critérios clássicos para classificá-lo como 
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neurotransmissor só foram demonstrados no início dos anos 70, quando então sua função 

inibitória foi mais bem estudada e reconhecida (Krnjevic,1974; Roberts,1986b).  

Nas últimas décadas, o interesse neste sistema de neurotransmissão tem sido 

crescente, o que pode ser explicado pelas evidências do envolvimento direto das sinapses 

GABAérgicas em graves doenças neurológicas e psiquiátricas, tais como a Coréia de 

Huntington, parkinsonismo, dicinesia tardia, epilepsia, esquizofrenia, ansiedade, depressão 

maior e outros distúrbios do comportamento (Coyle, 2004; Lloyd; Morselli; Bartholini, 1987; 

Sanacora et al., 2000). 

As vias GABAérgicas são, de fato, longas e complexas. Envolvem as conexões entre 

neoestriado e globo pálido, núcleo subtalâmico, substância negra reticulada. Além disso, o 

mesencéfalo medial e o hipocampo são também estruturas ricas em neurônios contendo 

GABA. Outra estrutura que se destaca é o córtex, que apresenta grande conteúdo de 

interneurônios com a função de inibição neuronal, responsáveis pelo melhor controle da 

excitabilidade cortical (Petroff, 2002). 

Vários processos regulatórios estão envolvidos na transmissão do GABA. Incluem-se 

expressão enzimática e sua atividade, armazenamento vesicular do neurotransmissor, controle 

de receptores e de transportadores. Além dos neurônios GABAérgicos, as células da glia, 

ainda que pouco investigadas, também possuem maquinaria distinta para síntese, 

armazenamento, liberação, captação, e catabolismo do GABA (Angulo, et al., 2008). Todas 

essas etapas representam potenciais alvos que podem estar associado ao mecanismo de 

drogas já existentes e de doenças, além de constituir importantes estratégias farmacológicas 

para desenvolvimento de novas opções terapêuticas (Beleboni et al, 2004). 

Classicamente, tem sido demonstrada a associação dos anestésicos inalatórios na vias 

GABAérgicas, já que esses agentes podem ativar a neurotransmissão inibitória ou inibir a 

ativação das sinapses excitatórias (Pearce, 2003). Entretanto, os mecanismos envolvidos na 

ação desses agentes sobre a transmissão GABAérgica ainda necessitam maior investigação.  

A figura 1 traz um esquema das diferentes etapas da neurotransmissão do GABA 

citadas abaixo. 
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Figura 01: Esquema representando as diferentes etapas envolvidas na 

neurotrasmissão GABAérgica 
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1.2.1  Metabolismo do GABA 

Existem duas vias diferentes para síntese do GABA. Uma delas, descrita em cérebro 

de peixes e camundongos, é considerada alternativa, provavelmente mais relevante durante o 

desenvolvimento embrionário, e envolve a degradação da poliamina putrescina (Seiler; Al-

Therib; Kataoka, 1973). 

Em sua via clássica, o GABA é sintetizado a partir da descarboxilação do glutamato, 

pela enzima descarboxilase do ácido glutâmico (GAD) (Palmada; Centelles, 1998). São 

descritas duas isoformas dessa enzima, que são codificadas por diferentes genes, apresentam 

propriedades cinéticas próprias e distribuição celular distinta (Matins; Rimvall, 1993). A GAD 67 

é predominantemente citosólica, responsável pela produção de 10% dos níveis normais de 

GABA. A GAD 65, por sua vez, é encontrada no terminal neuronal, aderida à membrana da 

vesícula sináptica, sugerindo função adicional no armazenamento ou liberação vesicular de 

GABA (Christgau et al., 1992). 

Em neurônios, gliócitos ou, em menor proporção, na fenda sináptica, o GABA sofre 

ação da GABA transaminase (GABA-T). Essa enzima participa da primeira e mais importante 

reação de catabolização desse neurotransmissor que, em última análise, será convertido à 

glutamato pela reação de transaminação do α- cetoglutarato (de Graaf et al., 2006).  

A inibição da GABA-T aumenta a concentração cerebral de GABA, diminuindo a 

susceptibilidade à convulsões e condições epilépticas, como demonstrado por estudos 

observacionais. (Sherif and Ahmed, 1995; Sills, 2003). Além disso, a inibição desta enzima 

parece estar relacionada a outros efeitos farmacológicos, como os relacionados ao controle do 

apetite, ansiedade, dependência alcoólica e sedação (Sherif; Ahmed, 1994). Tendo em vista o 

envolvimento das sinapses GABAérgicas em doeças neurológicas, vários inibidores da GABA-

T têm sido descritos (Choi; Silverman, 2002). No presente trabalho, utilizamos o ácido 

aminoxacético como inibidor irreversível desta enzima. 

1.2.2 Liberação e transporte de GABA 

1.2.2.1 Liberação dependende de Ca
2+
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Após sua síntese endógena, o GABA pode ser armazenado em vesículas sinápticas, 

carreado pelo transportador vesicular. Esse evento é direcionado por um gradiente próton- 

eletroquímico independente de Na+, gerado por uma bomba Na+ H+-ATPase diferente daquela 

presente na membrana celular (Christensen; Fykse; Fonnum, 1991). 

Apesar de a bomba ser similar em virtualmente todos os tipos de vesículas sinápticas, 

é o transportador que especifica o neurotransmissor a ser armazenado, assegurando, dessa 

forma, a especificidade do neurônio para um transmissor específico. Entretanto, evidências 

recentes apontam que o GABA pode ser liberado junto com a glicina em neurônios específicos, 

presentes tanto no cérebro quanto na medula espinhal. Nesses neurônios, o armazenamento 

vesicular dos neurotransmissores é mediado pelo mesmo transportador, permitindo a 

coexistência de ambos na mesma população de vesículas (Jonas; Bischofberger; Sandkuhler; 

Nicoll; Malenka, 1998; Takamori; Riedel; Jahn, 2000). 

O GABA armazenado nas vesículas é liberado pelo clássico mecanismo de exocitose, 

Ca
2+

-dependente, que envolve a fusão da membrana vesicular com a membrana do terminal 

pré-sináptico em áreas especializadas, conhecidas como zonas ativas (Katz; Miledi, 1967; 

McIntire et al., 1997). Para isso, as vesículas sinápticas migram para a zona ativa, onde 

passam por um estágio conhecido como amadurecimento ou priming, quando se tornam 

competentes para formar um poro de fusão em resposta ao Ca
2+

 intracelular.  A ancoragem 

das vesículas é mediada por pequenas GTPases que são membros da família Rab, as quais 

agem em conjunto com várias proteínas efetoras Rab ou com fatores de ancoragem (Zerial; 

McBride, 2001). Isso é seguido pelo alinhamento específico de três proteínas conhecidas como 

SNAREs: a sinaptobrevina/VAMP, ancoradas nas membranas da vesícula sináptica, e a SNAP-

25 e sintaxina, ancoradas nas membranas do terminal nervoso (Söllner; Bennet; Whiteheart, 

1993). O entrelaçamento das proteínas do complexo SNARE promoverá a fusão das 

membranas da vesícula à membrana plasmática em resposta ao aumento da concentração 

intracelular de Ca
2+ 

(Weber e cols., 1998, Jahn e Sudhof, 1999; Söllner; Bennet; Whiteheart, 

1993) 

A deflagração do potencial de ação leva a uma onda de despolarização da membrana 

neuronal, ativando os canais de Ca
2+

 sensíveis à voltagem. O conseqüente influxo de Ca
2+

 



13 

ativa a sinaptotagmina, considerada uma proteína sensora de Ca
2+

, iniciando assim essa 

cascata (Perin et al., 1991; Chapman e Davis, 1998; revisado por Chapman, 2008). 

Já foi demonstrado que os canais de Ca
2+

 sensíveis a voltagem, presentes na 

membrana plasmática, podem ser possíveis alvos de drogas com efeito neuronal. Em 2000, 

Nicolato e colaboradores, ao investigar o mecanismo de ação da tityustoxina, uma neurotoxina 

do escorpião Tityus serrulatus, observaram o envolvimento dos subtipos P/Q destes canais na 

liberação induzida de GABA pela toxina. 

É importante destacar também que a liberação de Ca
2+

 a partir de estoques 

intracelulares pode também desencadear a exocitose (Tse et al., 1997; Berridge, 1998). Dados 

obtidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que os anestésicos sevoflurano, halotano 

e isoflurano aumentam a liberação exocitótica de [
3
H]-acetilcolina em fatias de córtex cerebral 

de ratos, a partir de Ca
2+

 proveniente desses estoques (Gomez et al., 1999; Gomez; Gomez; 

Prado, 2000; Silva et al., 2005).  

 

1.2.2.2 Liberação independente de Ca
2+

 

 

Além da exocitose, pode haver liberação de GABA de origem citosólica por um 

mecanismo independente de Ca2+, envolvendo a reversão do seu transportador, de forma 

análoga ao que já foi descrito com outros neurotransmissores (Bernath; Zigmond,1988; 

Hanania; Johnson, 1998).   

Os estudos pioneiros do transporte reverso do GABA foram conduzidos usando 

estímulos não fisiológicos, por se acreditar que esse mecanismo estaria presente apenas em 

condições patológicas, como na epilepsia e na isquemia (Levi; Raiteri, 1993; Moscowitz; Cutler, 

1980; Nicholls; Attwell, 1990; Pin; Bockaert, 1989). Entretanto, publicações recentes 

demonstraram sua ocorrência em condições fisiológicas, como, por exemplo, na 

despolarização neuronal normal, no aumento de Na
+
 intracelular ou em pequenos aumentos na 

concentração extracelular de potássio (Bernath; Zigmond,1988; Gaspary; Wang; Richerson, 

1998)  

Localizado na membrana pré-sináptica e nas células da glia, esse transportador é 

conhecido há anos pela sua função primária de captar o GABA liberado na fenda sináptica, 
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finalizando, assim, a ação do neurotransmissor (Dodd et al., 1989). São proteínas da família 

dos transportadores dependentes de Na
+
 e Cl

-
, da qual também fazem parte diversas 

subfamílias, como os transportadores de colina, monoaminas, taurina, glicina.  Constituído por 

resíduos de 600 aminoácidos e apresentando peso molecular próximo de 80 KDa, o 

transportador de GABA possui doze domínios transmembrana. Apresenta uma larga alça entre 

os domínios 2 e 4, que atua como um sítio de glicosilação, importante para sua inserção na 

membrana plasmática (Jursky et al., 1994). Ao longo de toda sua estrutura, parece conter três 

sítios de fosforilação pela proteína quinase C e um sítio pela proteína quinase A, que 

possivelmente atuariam na regulação funcional do transportador (Worrall; Williams, 1994).  

 Estudos com técnicas imunocitoquímicas localizaram os transportadores de GABA em 

várias regiões, como cerebelo, hipocampo, substância negra e córtex cerebral. Também 

mostraram que esses transportadores estão concentrados no terminal axonal ou em processos 

gliais, mas estão ausentes nos dendritos (Gadea; Lopez-Colomé, 2001; Radian et al., 1990). 

Atualmente, postula-se a existência de quatro subtipos de GAT. A nomenclatura é bem 

confusa e variável, dependendo da espécie a partir da qual a proteína foi clonada. Em ratos e 

humanos, recebem a nomenclatura GAT-1, BGT-1, GAT-2 e GAT-3. O GAT-1 é considerado 

neurônio- específico. (Nelson,1998). É inibido por SKF 89976A e insensível à inibição pela β-

alanina. (Krause; Schwarz, 2005). O BGT-1 é expresso também em células não neuronais de 

tecidos periféricos e também pode carrear a betaína (Gadea; Lopez-Colomé, 2001). Já o GAT-

2 e GAT-3 são localizados predominantemente nas células da glia e são inibidos pela β-alanina 

(Borden et al.,1995). 

O mecanismo de ação desses transportadores dependentes de Na
+
 e Cl

-
 é complexo e 

envolve um gradiente eletroquímico direcionado pelo co-transporte iônico. A estequiometria 

desse sistema são 2 íons Na
+
 e 1 íon Cl

-
 para cada molécula de substrato transportada 

(Schousboe et al. 1981). Isso resulta em um transporte eletrogênico, capaz de gerar uma 

diferença de concentração na ordem de 10
5
 entre o GABA intra e extracelular (Kavanaugh et 

al., 1992). O Na
+
 parece estar associado a alterações conformacionais do transportador, que 

aumentaria sua afinidade ao GABA. Por outro lado, o Cl
-
 parece facilitar a ligação do Na

+
 a 

alguns subtipos de transportadores GABAérgicos (Marger et al, 1996). O retorno do 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krause%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krause%20S%22%5BAuthor%5D
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transportador à sua conformação original ocorre pela modificação do potencial transmembrana 

(Cao; Pager; Lister, 1997; Nelson, 1998). 

Ao ser liberado na fenda sináptica, a maior concentração extracelular de GABA e as 

alterações iônicas que acompanham esse evento direcionam o transportador no sentido da 

captação do seu substrato. Essa captação vai ocorrer até que o transportador volte a sua 

condição de equilíbrio, o que geralmente ocorre antes mesmo que todo o GABA seja recaptado 

(Wu, Wang, Richerson, 2006).  

Além dessa importante função no transporte do transmissor, alguns estudos 

detectaram correntes iônicas não acopladas à translocação de substrato, sugerindo que o 

transportador de GABA pode também funcionar como canal iônico. Assim, parece estar 

envolvido na regulação da osmolaridade da célula e do potencial transmembrana. Entretanto, a 

relevância desse mecanismo ainda permanece desconhecida (Cammack; Schwartz, 1996; 

Sonders; Amara, 1996). 

1.2.3 Receptores GABAérgicos 

Após sua liberação, o GABA pode atuar através de seus receptores específicos, 

localizados na membrana pré e pós-sináptica. O envolvimento dos anestésicos inalatórios 

sobre esses receptores também tem sido estudado nos últimos anos (revisto por Orser; 

Canning; MacDonald et al., 2002 e Son, 2010). 

Os receptores inotrópicos GABA-A e GABA-C mostram similaridades em sua 

composição e apresentam uma ação mais rápida. Constituem proteínas pentaméricas 

transmembrana com diferentes montagens entre seus monômeros. Suas subunidades 

apresentam alças citoplasmáticas que exibem sítios de fosforilação de proteínas quinases. 

(Bormann, 2000; Cutting et al., 1991; Garret et al., 1997). A composição dessas subunidades 

pode alterar as propriedades biofísicas desses receptores e a sensibilidade a drogas (Barnard 

et al., 1998). Quando ativados, esses receptores abrem um canal permeável ao Cl
-
, levando ao 

influxo desse íon, com consequente hiperpolarização da célula (Son, 2010). Em relação ao 

receptor GABA-A, o GABA-C é menos abundante e sofre dessensibilização mais fraca na 

presença de altas concentrações de agonista (Lu; Huang, 1998). 
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O melhor entendimento da farmacologia do GABA-A tem levado a diversas estratégias 

para tratamento de doenças neurológicas como epilepsia e insônia. Os benzodiazepínicos 

atuam como moduladores desses receptores, aumentando a probabilidade de abertura dos 

canais. Os barbitúricos, por sua vez, aumentam o período em que esses canais permanecem 

abertos (Son, 2010). 

O receptor GABA-B é metabotrópico e, assim, modula canais de K
+
 e Ca

2+
 por meio da 

ativação da proteína G, tendo então uma ação mais lenta em relação aos receptores 

ionotrópicos. Tem uma ampla distribuição no SNC e periférico, estando envolvido em uma 

variedade de processos fisiológicos, como secreção de ácido gástrico, regulação do sono REM 

(Rapid Eyes Movement), susceptibilidade à convulsões, resposta nociceptiva, atividade motora 

e memória (Jones et al., 2000; Piqueras; Martinez, 2004; Schuler; Luscher; Blanchet, 2001; 

Ulloor  et al., 2004). Esse receptor pode funcionar como auto-receptor, quando localizado na 

membrana pré-sináptica, inibindo a liberação de vesículas sinápticas através da supressão de 

subtipos de canais de cálcio (Harayama et al., 1998). Além disso, também foi demonstrada sua 

ação inibitória pós-sináptica, pelo aumento da condutância de canais de K
+
 (Gahwiler; 

Brown,1985). 

 

1.3 Liberação de GABA induzida pelos anestésicos inalatórios 

Alterações no balanço entre a transmissão excitatória mediada pelo glutamato e a 

transmissão inibitória do GABA parece estar relacionado à ação dos anestésicos gerais 

(Hemmings, 2009). Já está bem estabelecido a associação desse aumento do tônus 

GABAérgico com os efeitos pós sinápticos e extra-sinápticos do receptor GABA-A (Hemmings, 

et al. 2005). Entretanto, o efeito de potencializar esse receptor é insuficiente para explicar a 

ação dos anestésicos inalatórios (Liao; Sonner; Judg, 2005). Isso ficou mais claro a partir de 

um estudo feito em ratos, que não demonstrou perda do efeito do isoflurano sobre a 

imobilização na presença da bicuculina, um antagonista do receptor GABA-A. (Zhang, et al; 

2004).  
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Muitos autores já demonstraram aumento da liberação de GABA induzido por 

anestésicos inalatórios (Murugaiah; Hemmings, 1998; Bank; Pearce, 1999). Esses estudos 

utilizaram tanto técnicas de sinaptosomas, em que se obtém o terminal nervoso isolado, como 

também técnicas de fatias, em que se preservam as conexões do terminal com as células da 

glia, com o corpo neuronal e entre os neurônios ao redor. Entretanto, anestésicos inalatórios 

podem alterar a liberação de neurotransmissores atuando por diferentes vias, já que podem se 

ligar aos canais iônicos (Study, 1994; Franks; Honoré, 2004), proteínas do complexo SNARE 

(Nagele et al., 2005) ou a qualquer outra proteína da membrana. Nesse contexto, alguns 

estudos sugerem que o sistema pré-sináptico de captação de neurotrasmissores, incluindo o 

GABA, pode ser um alvo molecular de ação dos anestésicos inalatórios (Sugimura et al., 2001). 

Nos últimos anos, tem sido estudado o efeito dos anestésicos inalatórios sobre os 

diferentes transportadores de neurotransmissores, presentes na membrana neuronal. Shahani; 

Lingamaneni; Hemmings (2002) observaram que a captação de DA foi inibida pelo halotano e 

isoflurano em células LLC-PK1 transfectadas com transportador de dopamina (DAT) humano. 

Em 2007, nosso grupo de pesquisa publicou estudos sugerindo que o aumento da liberação de 

dopamina induzido por sevoflurano e halotano em fatias córtex de ratos envolve o 

transportador de monoaminas (Silva et al., 2007; Diniz et al, 2007). Também há evidencias do 

envolvimento do transportador na liberação de serotonina induzida pelo halotano em fatias de 

córtex cerebral de ratos (Silva, et al. 2008). Em relação ao transportador de GABA, alguns 

autores mostraram sua inibição induzida pelos anestésicos venosos propofol e etomidato em 

sinaptosomas do estriato de ratos (Mantz; Lecharny; Laudenbach, 1995), mas ainda há poucos 

estudos disponíveis.  

Diante de tantos sítios prováveis de atuação, percebe-se a necessidade de mais 

estudos para tentar elucidar os mecanismos envolvidos no efeito dos anestésicos na liberação 

de neurotrasmissores. 
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2.1 Objetivo Geral  

 

- Investigar o efeito do anestésico inalatório sevoflurano na liberação de GABA em córtex 

cerebral de ratos.  

  

2.2 Objetivos específicos  

  

- Avaliar se diferentes concentrações do sevoflurano interferem na liberação de GABA em  

fatias de córtex cerebral de ratos.  

 - Investigar se o efeito do sevoflurano na liberação de GABA em fatias de córtex cerebral de 

ratos é dependente do tempo de incubação.  

 - Investigar o envolvimento do íon Ca
2+

 extra e intracelular na liberação de GABA induzida pelo 

sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos.  

 - Investigar a participação dos canais de Na
+
 sensíveis à TTX na liberação de GABA  induzida 

pelo sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos.  

 - Investigar o papel do transportador de GABA na liberação de GABA induzida pelo 

sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos.  

 - Investigar o envolvimento dos transportadores de GABA presentes na membrana das células 

da glia no efeito do sevoflurano na liberação de GABA em fatias de córtex cerebral de ratos 

 

 

 



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3- Materiais e Métodos 
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3.1 Drogas e reagentes   

Reagentes e toxinas obtidos da Sigma Chemical Co.,St Louis, MO, USA:  

- Tetrodotoxina C11H17N3O8 

- EGTA, C14H24N2O10 

- BAPTA-AM, C34H40N2O18 

- Ácido Aminoxacético C2H5NO3 

- β- alanina    

- POPOP, C24H16N2O2 

- PPO, C15H11NO 

- SKF 89976A C22H25NO2.HCl 

O Sevoflurano foi gentilmente fornecido por Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA.  

Reagentes obtidos da Reagen-Quimiobras Indústrias Químicas do Brasil:  

- Cloreto de potássio, KCl.  

- Alcool polivinílico 

Reagentes obtidos da Merk S.A Indústrias Químicas:  

- Cloreto de sódio, NaCl.  

- Sulfato de magnésio, MgSO4.(7H2O).   

- Glicose, C6H12O6.  

- Tolueno, C6H5CH3.  

- Cloreto de cálcio dihidratado, CalCl2.2H2O.  
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- Ácido clorídrico, HCl.  

- Álcool etílico, CH3CH2OH.  

- Fosfato diácido de potássio, KH2PO4  

- Hidróxido de sódio, NaOH.  

- Tris(hidroximetil)aminometano (HOCH2)3CNH2 

- Tritom, C34H62O11.  

 Os reagentes obtidos do Grupo Química Indústria Ltda, Brasil.  

- Naftaleno, C10H8.  

- Dioxana, C4H8O2.  

Substância obtida da Amersham Pharmacia Bioetech UK Limited, England: 

- Acido 4- aminobutirico n- [ 2,3- 
3
H(N)], atividade específica 84 Ci/mmol 

 

3.2 Soluções   

Meio de incubação 1    

 NaCl                           136 mM  

 KCl                           2,7 mM  

 CaCl2 , 2H2O              1,35 mM  

 MgSO4 (7H2O).          1,2 mM 

Glicose                        5,5 mM  

Tris                             10 mM  

Ácido Aminoxacético   100mM 
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 pH 7.4 ajustado com KCl 0,1 N  

  

Obs: Ácido aminoxacético: droga inibidora da degradação do GABA.  

  

Solução 2: 

Solução de [
3
H]-GABA, contendo aproximadamente 0,20 μCi de [3H]GABA em 2000 mL do  

meio de incubação (solução 1) 

  

Líquido de cintilação (solução de Bray modificado)  

- Álcool etílico 30% v/v  

- Dioxana 30% v/v  

- Tolueno 30% v/v  

- Naftaleno 7% p/v  

- POPOP 0,02% p/v   

- PPO 0,5% p/v  

- Triton 10% v/v  

  

 

3.3 Animais   

Foram utilizados ratos adultos da raça Wistar (180-200 gramas), de ambos os sexos, 

fornecidos e criados no CEBIO, Centro  de Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da 

UFMG. 
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3.4 Determinação da liberação de GABA em fatias de córtex cérebral de ratos  

3.4.1 Obtenção das fatias de córtex cerebral de ratos   

Ratos adultos da raça Wistar eram decaptados para remoção do encéfalo. Dissecava-

se rapidamente o córtex cerebral em superfície de uma placa de petri, que era recoberta com 

papel de filtro umedecido com solução (meio de incubação 1). Tudo era feito sobre o gelo para 

melhor preservação do tecido.  

O córtex era então fatiado em frações de 0,5mm usando um fatiador de tecidos. Essas 

fatias eram pesadas em balança de torção para dividi-las em alíquotas de 40mg. Essas 

alíquotas eram colocadas em frascos contendo meio de incubação com cerca de 0,25 mCi de 

[3H]-GABA. Sempre que estavam em condições de repouso, os frascos ficavam sobre o gelo. 

   

3.4.2 Marcação das fatias com [
3
H] GABA    

Os frascos, que continham as fatias em meio de incubação com a solução radioativa, 

eram transferidos para um banho com agitação (120 rpm). As fatias eram pré- incubadas a 

37ºC durante cinco minutos e posteriormente incubadas por 30 minutos com [3H]-GABA 

(atividade específica 94,0 Ci/mmol). Após a marcação, as fatias foram transferidas para tubos 

de centrífuga que já se encontravam no gelo e, logo após, centrifugadas a 6000 rpm (3300 g) 

por cinco minutos, a 4ºC.  

   

3.4.3 Lavagem das fatias  

Depois da retirada dos tubos da centrífuga, o sobrenadante era desprezado e o 

precipitado contendo os “pellets” com as fatias eram lavados com 2,0 mL de solução (meio de 

incubação 1). Toda essa etapa de centrifugação e lavagem era repetida três vezes, para retirar 

o [3H]-GABA inespecificamente ligado ao tecido.   
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3.4.4  Incubação das fatias 

Após a última centrifugação, o sobrenadante foi desprezado. O “pellet” com as fatias 

eram colocados em 2,0 mL de meio de incubação e transferidos novamente para frascos de 

vidro. As amostras eram, então, levadas ao banho com agitação (120 rpm) à temperatura de 

37ºC e pré-incubadas durante 5 minutos. Após esse período, seguia-se o tempo de incubação. 

Era nesta fase que as fatias entravam em contato com o anestésico e as drogas a serem 

testadas. Vale destacar que, em situações específicas a serem mencionadas mais adiante, as 

drogas eram colocadas minutos antes da adição do anestésico. Em experimentos para testar a 

influência de baixas temperaturas, parte das amostras foram levadas em banho com a 

temperatura especificada (17ºC), também nesta etapa. A duração da fase de incubação das 

fatias foi obtida a partir de uma curva com diferentes tempos de incubação, conforme discutido 

em outra seção. 

   

3.4.5 Administração e mensuração da concentração do sevoflurano 

Soluções estoques saturadas com sevoflurano eram preparadas a cada experimento e 

obtidas da seguinte maneira: 10 ml do meio de incubação foram equilibrados com o anestésico 

estudados na forma líquida (100, 200, 400, 600, 800, ou 1600μl) a 37ºC em frascos de vidro, 

hermeticamente fechados por 30 minutos. Em seguida, utilizando-se uma seringa de vidro, 

500μl da solução estoque saturada com sevoflurano foram adicionadas aos frascos de vidro 

contendo 2,0 mL de meio de incubação a 37ºC após 5 minutos de pré-incubação. Após a 

administração do anestésico, os frascos foram, então hermeticamente fechados, agitados e 

incubados por até 30 minutos. A saturação da solução estoque e a concentração aquosa do 

sevoflurano e no meio de incubação após 30 minutos foram confirmadas após a extração com 

n-heptano utilizando-se o princípio da cromatografia gasosa (Rutledge e  cols, 1963). Com 

esse objetivo, utilizamos um cromatógrafo a gás Hewlett Packard Series II-Modelo 5890 

equipado com uma coluna capilar (HP1:SE-30;35 metros de comprimento; diâmetro interno 20 

mm; espessura de filme de 0,33  μm; temperatura máxima: 325ºC), onde um microlitro da 
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solução estoque ou do meio de incubação era introduzido diretamente através de um septo 

(elastômero). As condições de separação incluíam uma análise cromatográfica à temperatura 

constante da coluna (30ºC) e uma mistura de hidrogênio (fluxo:35, 350 e 30 ml /min, 

respectivamente) como gás carreador (Silva et al. 2005). 

   

3.4.6 Concentração da radioatividade e do sobrenadante 

Após o período de incubação, os frascos eram novamente retirados do banho e o 

material transferido em seguida para um tubo de centrífuga. Após a centrifugação (3300g por 5 

minutos, a 4ºC), o sobrenadante era colocado em tubo de ensaio e 100µL desta solução era 

transferido para um microtubo (eppendorf) contendo 1000µL de solução de Bray. A 

radioatividade era contada no espectrofotômetro de cintilação líquida durante 10 minutos. Em 

estudos prévios, foi realizado uma cromatografia da fração do sobrenadante. Isso demosntrou 

que aproximadamente 95% da radioatividade presente é [
3
H]-GABA (Goodchild 1973; Nicolato, 

2002). O termo liberação de GABA foi utilizado para indicar a quantidade de [
3
H]-GABA 

presente no sobrenadante após a liberação pré-sináptica e que não foi captada pelo sistema de 

captação (neurônio e glia).   

  

3.4.7 Análise estatística dos resultados   

Os resultados foram obtidos, analisados e expressos de duas formas: a primeira pela 

contagem da radioatividade do sobrenadante em que se utilizou a liberação de [3H]-GABA em 

dpm/mg de tecido. Representa a média das amostras, feitas em duplicata, repetidas no mínimo 

três vezes (em dias diferentes), ± o erro padrão da média (EPM) subtraído o valor do [3H]-

GABA liberada nos frascos mantidos em gelo. Na segunda forma, expressamos a 

radioatividade do sobrenadante pelo delta (Δ) de liberação de [3H]-GABA. Representa a 

liberação de [3H]-GABA em dpm/mg de tecido (conforme citado anteriormente) na presença de 

drogas (anestésicos ou outros agentes) subtraída da liberação de [3H]-GABA em dpm/mg de 

tecido obtida nas condições controle definidas em cada experimento.  
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Os resultados foram analisados por análise de variância ANOVA ou pelo teste “t-

student”, quando indicado. O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O 

programa de computador utilizado na elaboração dos gráficos, análise estatística e cálculo para 

o EC50 foi o GraphPad Prism Versão 4. 
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4.1 Liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex cerebral de ratos induzida por 

sevoflurano 

Para investigar o efeito do sevoflurano na liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex 

cerebral de ratos, essas fatias foram incubadas com diferentes concentrações do anestésico. 

As fatias de córtex cerebral de ratos foram pré-incubadas por 5 minutos em meio de 

incubação a 37°C e, subseqüentemente, estimuladas com concentrações crescentes de 

sevoflurano (0,058, 0,11, 0,23,  0,46 e 0,93 mM) durante 20  minutos. Os resultados foram 

agrupados na figura 02, que traz a curva dose resposta do sevoflurano. 

Pode-se notar que o sevoflurano foi capaz de induzir um aumento na liberação de [
3
H]-

GABA de uma maneira dependente da concentração do anestésico. Nota-se que, em relação 

ao controle, o sevoflurano aumentou significativamente a liberação de [
3
H]-GABA (p< 0,05) em 

todas as concentrações utilizadas. O EC50 calculado (concentração efetiva capaz de obter 50% 

da liberação máxima) foi de 0,265 mM.  

Apesar de observamos um efeito dose dependente, a curva tende a se estabilizar após 

a concentração de 0,230 mM (1198,67 ± 33,57 dpm/mg de tecido). Dessa forma, selecionamos 

a concentração de 0,11 mM de sevoflurano (liberação de 1016 ± 43,3 dpm/mg de tecido), nos 

experimentos subseqüentes, para investigar o mecanismo pelo qual o anestésico induziu 

liberação de GABA. Considerando que no grupo controle houve liberação de 359,33 ± 19,1 

dpm/mg de tecido (dado não representado no gráfico), pode-se notar que na concentração de 

0,11 mM, o anestésico aumentou a liberação de [
3
H]GABA em 2,83 vezes em relação ao 

controle. 
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Figura 02: Dose-resposta do sevoflurano na liberação de [
3
H]GABA em fatias de  

córtex cerebral de ratos 

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 5 minutos em meio de incubação a 37°C e, subseqüentemente, 

estimuladas com sevoflurano nas concentrações de 0,058, 0,11, 0,23, 0,46, 0,93 mM, 

durante 20 minutos. Os resultados expressam a média ± EPM de pelo menos três 

experimentos independentes realizados em duplicatas. 
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4.2 Efeito do tempo de incubação do sevoflurano na liberação de [
3
H]GABA em fatias de 

córtex cerebral de ratos 

Para determinar a relação entre a liberação de [
3
H]GABA e o tempo de incubação das 

fatias com o sevoflurano, as amostras foram incubadas com o anestésico por diferentes 

períodos. As fatias de córtex cerebral de ratos foram pré-incubadas por 5 minutos em meio de 

incubação e, subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 5, 10, 20, e 

45 minutos à 37°C. A Figura 03 mostra que a liberação de [
3
H]GABA induzida pelo sevoflurano 

é diretamente proporcional ao tempo de incubação.   

A curva de liberação foi crescente, com tendência um platô em torno de 45 minutos. O 

tempo de incubação escolhido para ser utilizado nos próximos experimentos foi de 20 minutos, 

que se encontra na fase de ascensão rápida da curva obtida. Nesse tempo, a média de 

liberação de [
3
H]GABA induzida pelo anestésico foi de 1433,33  ± 76 dpm/mg de tecido, 

enquanto no grupo controle houve liberação média de 473,33 ± 13 dpm/mg de tecido. Isso 

mostra que o sevoflurano aumentou em 3,02 vezes a liberação de [
3
H]GABA em relação ao 

controle. 

Importante notar que nesta etapa de experimentos a média de liberação de GABA foi 

maior do que observada nos experimentos da curva de concentração. Entretanto, a proporção 

de liberação não sofreu alteração significatica (2,83 X 3,02). Isso pode ser considerado uma 

característica do método usado para contagem da radioatividade. 
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Figura 03: Curva de tempo de incubação do sevoflurano na liberação de 

[
3
H]GABA em fatias de córtex cerebral de ratos  

Fatias de córtex cerebral de ratos (40mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 5 minutos em meio de incubação a 37°C e, subseqüentemente, 

estimuladas ou não com sevoflurano (0,11 mM) durante 5, 10, 20, e 45 minutos. Os 

resultados expressam a média ± EPM de pelo menos três experimentos independentes 

realizados em duplicatas. 
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4.3 Participação dos canais de Na
+
 sensíveis à TTX na liberação de [

3
H]GABA induzida 

pelo sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos  

A exocitose é deflagrada primariamente pelo influxo de Na
+
 para o meio intracelular. 

Essa onda de despolarização vai provocar alteração no potencial de ação da membrana, 

ativando a cascata de eventos que resultará na liberação dos neurotrasmissores armazenados 

em vesículas. Assim, a liberação de GABA induzida pelo anestésicos poderia estar relacionada 

com alterações na entrada desse íon através de canais sensíveis à voltagem.  

Para investigar esta hipótese, utilizou-se a tetrodotoxina (TTX), potente inibidor de 

canais para Na
+
 sensíveis à voltagem, que bloqueia a geração e a propagação do potencial de 

ação em tecidos excitáveis (Moore; Narahashi, 1967).  

As fatias de córtex cerebral foram pré-incubadas por 15 minutos em meio de incubação 

na presença ou ausência de TTX (1 µM) e, subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano 

(0,11 mM) durante 20 minutos. A Figura 04 mostra que a liberação de [
3
H]GABA induzida pelo 

anestésico sevoflurano não foi afetada pela TTX (p>0,05), sugerindo que a resposta do 

anestésico é independente da despolarização de membrana. 
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Figura 04: Efeito da TTX na liberação de [
3
H]GABA induzida por sevoflurano em 

fatias de córtex cerebral de ratos  

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 15 minutos na presença ou ausência de TTX (1 µM) e, 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os 

resultados expressam a média ± EPM de pelo menos três experimentos individuais 

realizados em duplicatas.   

* estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05) 
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4.4 Envolvimento do Ca
2+

 extracelular na liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex 

cerebral de ratos 

O influxo de Ca
2+

 através de Cavs deflagra a exocitose com conseqüente liberação do 

neurotransmissor (Katz; Miledi, 1967; revisto por Neher, 1998). Assim, para avaliar a 

participação do Ca
2+

 extracelular na liberação de [
3
H]GABA induzida pelo sevoflurano (0,11 

mM), as fatias de córtex cerebral de ratos foram incubadas em meio contendo EGTA, um 

quelante de Ca
2+

 extracelular.   

Nesses experimentos, as fatias de córtex cerebral foram colocadas em meio de 

incubação com ou sem CaCl2. Quando não se colocava Ca
2+

 no meio de incubação, era 

adicionado EGTA (2,0mM). As fatias eram pré-incubadas durante 15 minutos, após o qual as 

mesmas foram estimulas com sevoflurano (0,11mM) durante 20 minutos.   

A Figura 05 mostra que a liberação de [
3
H]GABA induzida pelo anestésico sevoflurano 

não foi alterada pela presença do EGTA (p>0,05).  
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Figura 05: Efeito do EGTA na liberação de [
3
H]GABA induzida por sevoflurano em 

fatias de córtex cerebral de ratos 

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 15 minutos na presença ou ausência de EGTA (2,0mM) e, 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11mM) durante 20 minutos. Os 

resultados expressam a média ± EPM de pelo menos três experimentos individuais 

realizados em duplicatas.   

* estatisticamente diferente do grupo controle  (p<0,05) 
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4.5 Envolvimento do Ca
2+ 

intracelular na liberação de [
3
H]GABA induzida por sevoflurano 

Há evidências de que a exocitose pode ser desencadeada pelo Ca
2+

  proveniente dos 

estoques intracelulares (Tse e cols., 1997; Berridge, 1998). Assim, para avaliarmos a 

participação do Ca
2+

  intracelular na liberação de [
3
H]GABA induzida pelo anestésico, foi 

utilizado o BAPTA-AM (50 μM), um quelante de Ca
2+

  intracelular (Adler e cols, 1991). Nesses 

experimentos as fatias de córtex cerebral de ratos foram pré-incubadas em meio de incubação 

por 30 minutos na presença ou ausência de BAPTA-AM (50  μM) e, subseqüentemente, 

estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. O BAPTA era colocado apenas 

em meio de incubação sem Ca
2+

.  

De acordo com os dados mostrados na Fig. 06, essa droga também não interferiu na 

resposta dos anestésicos (p>0,05).  
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Figura 06: Efeito do BAPTA-AM na liberação de [
3
H]GABA induzida por 

sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos 

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 30 minutos na presença ou ausência de BAPTA-AM (50 µM) e, 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os 

resultados expressam a média ± EPM de pelo menos três experimentos individuais 

realizados em duplicatas.   

* estatisticamente diferente do grupo controle  (p<0,05) 
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4.6 Liberação de [
3
H]GABA induzida pelo sevoflurano em córtex cerebral de ratos em 

baixas temperaturas 

Além da função de recaptar o GABA liberado na fenda sináptica, interrompendo assim 

a ação deste sobre seus receptores, o GAT pode também operar de modo reverso e, assim, 

aumentar a liberação do neurotransmissor (Wu et al., 2007). Essa liberação mediada pelo 

transportador é Ca
2+

 independente e parece estar envolvida não só em condições patológicas, 

mas também fisiológicas (Gaspary et al, 1998). 

Em 1999, Vizi e Sperlágh mostraram que condições de temperaturas baixas (12-17ºC) 

são uma ferramenta confiável para separar a exocitose da liberação mediada pelo 

transportador transmembrana. Nessas condições, a liberação vesicular não é afetada, 

enquanto o funcionamento do carreador é inibido. 

Baseado nisso, as fatias de córtex cerebral foram pré-incubadas por 5 minutos em 

meio de incubação a 37°C ou 12°C, e subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano 

(0,11mM) durante 20 minutos, em banho com as respectivas temperaturas.  

Os resultados, mostrados na figura 07, mostram que a liberação de [
3
H]GABA induzida 

por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos em meio de incubação a 17 °C foi 

significativamente reduzida, sendo obtida uma inibição média de 82,17% (p<0,001). 
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Figura 07 : Liberação de [
3
H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de córtex 

cerebral de ratos em baixa temperatura (17 °C)  

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 5 minutos em meio de incubação a 37°C ou 17  °C, e 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos, em 

meio com as respectivas temperaturas. Os resultados expressam a média ± EPM de 

pelo menos três experimentos individuais realizados em duplicatas.   

Os resultados foram obtidos pelo Δ da liberação de [3H]GABA que corresponde à  

seguinte relação:  

sevoflurano 37ºC - controle 37ºC  

sevoflurano 17ºC - controle 17ºC  

* estatisticamente diferente do sevoflurano 37ºC.  

 

 

0

500

1000

1500

*

Sevoflurano 17°C

Sevoflurano 37°C


 L

ib
e

ra
ç

ã
o

 d
e

 [
3
H

] 
G

A
B

A

 (
d

p
m

/m
g

 d
e

 t
e

c
id

o
)



41 

4.7 Liberação de [
3
H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de 

ratos na presença de SKF 89976A 

Adicionalmente, para avaliar o envolvimento do GAT na liberação de induzida pelo 

sevoflurano, foi utilizado outra estratégia farmacológica: o bloqueio direto do transportador por 

seu inibidor. 

Como citado anteriormente, o GAT-1 é o transportador de GABA considerado neurônio 

específico, localizado no terminal pré sináptico dos neurônios de ratos e humanos. 

(Nelson,1998). Na ultima década, foi desenvolvido um inibidor específico e potente do GAT-1, 

denominado SKF 89976A (Jin; Paré; Smith, 2011), utilizado então nesta etapa.  

Nesses experimentos, as fatias de córtex cerebral foram pré-incubadas por 20 minutos 

em meio de incubação na presença ou ausência de SKF 89976A (40µM) e, subsequentemente, 

estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. 

Os resultados, representados na figura 08, mostram que a liberação de [
3
H]GABA 

induzida por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos foi reduzida em 57,22% na 

presença do inibidor do GAT-1. 
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Figura 08: Efeito do SKF 89976A, um inibidor do GAT-1, na liberação de 

[
3
H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos 

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-

incubadas por 20 minutos na presença ou ausência de  SKF 89976A (40µM) e, 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos.  Os 

resultados expressam a média ±  EPM de pelo menos três experimentos individuais 

realizados em duplicatas. Os resultados foram obtidos pelo Δ da liberação de 

[
3
H]GABA, que corresponde à  seguinte relação:  

- sevoflurano - controle   

- (sevoflurano + SKF 89976A) - SKF 89976A   

* Estatisticamente diferente do sevoflurano.  
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4.8 Envolvimento das células da glia na liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex 

cerebral de rato 

Como a técnica de fatias preserva as conexões do terminal nervoso com os corpo 

neuronal, com os neurônios ao redor e as células da glia, esta técnica permite também estudar 

o envolvimento das células da glia na liberação do GABA, visto que também apresentam a 

maquinaria para síntese, liberação, transporte e catabolismo deste neurotrasmissor (Ângulo et 

al.,2008; Hemmings, 2009). Os transportadores expressos na membrana das células da glia 

são o GAT-2 e GAT-3, inibidos pela β-alanina (Borden et al.,1995).  

Dessa forma, as fatias de córtex cerebral foram pré-incubadas por 30 minutos em meio 

de incubação na presença ou ausência de β-alanina e, subsequentemente, estimuladas com 

sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. 

Os resultados, expressos na figura 09, mostram que a liberação de [
3
H]GABA induzida 

por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos não foi alterada na presença do inibidor 

dos transportadores de GABA localizados na membrana das células da glia. (p>0,05) 
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Figura 09: Efeito da β-alanina, um inibidor do GAT-2 e GAT-3, na liberação de 

[
3
H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos 

Fatias de córtex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [
3
H]GABA foram pré-

incubadas por 30 minutos na presença ou ausência de  β-alanina (3,0 mM) e, 

subseqüentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos.  Os 

resultados expressam a média ±  EPM de pelo menos três experimentos individuais 

realizados em duplicatas. Os resultados foram obtidos pelo Δ da liberação de 

[
3
H]GABA, que corresponde à  seguinte relação:  

- sevoflurano - controle   

- (sevoflurano + β-alanina) - β-alanina  

p>0,05. 

 

 

0

500

1000

1500

2000
Sevoflurano

Sevoflurano+ -alanina 3,0 mM


  

li
b

e
ra

ç
ã

o
 d

e
 [

3
H

] 
G

A
B

A

(d
p

m
/m

g
 d

e
 t

e
c

id
o

)



45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 - Discussão e conclusões 
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Muitos estudos têm sido publicados tentando esclarecer os mecanismos celulares e 

moleculares envolvidos na ação dos anestésicos inalatórios. Sabe-se que esses agentes 

atuam primariamente em sinapses e parece não afetar a condução axonal (Griffths; Norman, 

1993). Classicamente, envolve a potencialização da neurotransmissão inibitória, 

marcadamente as sinapses GABAérgicas, e depressão da neurotransmissão excitatória 

(Hemmings, 2009). 

O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do SNC de mamíferos, presente 

principalmente em interneurônios, modulando a atividade de outras vias de neurotrasmissão, 

como as vias glutamatérgicas. Vários drogas de importante aplicação clínica tem sua ação 

primária na neurotransmissão GABAérgica, que também está envolvida na fisiopatologia de 

diversas doenças neuropsiquiátricas, como citado previamente. 

 Dos vários alvos até então identificados, os receptores pós-sinapticos emergem como 

importante sítio de ação dos anestésicos no sistema GABAérgico. Já foi demonstrado que o 

receptor GABA-A sofre ação modulatória desses agentes, que podem, inclusive, ativar 

diretamente o receptor, mesmo sem a participação do GABA (Orser; Canning; MacDonald, 

1998). Possivelmente, o GABA-A possui um sítio de interação alostérica com o anestésico, até 

então não identificado (McCraken et al., 2010). 

 Assim como observado com outros neurotransmissores, os anestésicos inalatórios 

também pode exercer efeitos pré-sinápticos, alterando a liberação de GABA (Murugaiah; 

Hemmings, 1998; Bank; Pearce, 1999). E, para exercerem esse efeito, existem vários alvos 

potenciais, que ainda estão sob investigação. 

 O presente estudo emerge deste contexto, tentando contribuir com o conhecimento do 

efeito dos anestésicos na liberação de neurotransmissores através de mecanismos pré 

sinapticos. Foi investigado o efeito do anestésico inalatório sevoflurano, amplamente utilizado 

nos procedimentos cirúrgicos, na liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex cerebral de ratos.  

 A técnica de fatias tem sido utilizada em diversos estudos, com particularidades que 

merecem ser destacadas. Nesta técnica, são preservadas as interações do terminal nervoso 

com os outros neurônios dispostos ao redor deste, inclusive conexões com outros sistemas de 
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neurotransmissores. Também são preservadas a integridade do neurônio, mantendo as 

conexões do terminal nervoso com o seu respectivo corpo neuronal. Além disso, é mantida a 

proximidade com as células da glia. Atualmente sabe-se que essas células desempenham uma 

função mais ativa no SNC além do papel de sustentação dos neurônios, tradicionalmente 

reconhecido (Ângulo et al. 2008). Particularmente, essas células possuem a maquinaria de 

síntese, armazenamento, liberação, transporte e catabolismo do GABA. (Koch & Magnusson, 

2009), constituindo um alvo potencial para ação dos anestésicos. 

Inicialmente, as fatias foram estimuladas com sevoflurano em diferentes concentrações 

(0,058, 0,11, 0,23, 0,46 e 0,93 mM). Os dados mostram que há aumento da liberação de 

[3H]GABA de forma dose-dependente (Figura 02) . Além disso, parece ser atingido um platô 

após uma determinada concentração do anestésico (0,23 mM). Importante destacar que a 

concentração de 0,11 mM, utilizada nos próximos experimentos, contribui para validação do 

nosso trabalho. Se fossem testadas altas concentrações dos anestésicos – bem maiores 

daquelas usadas na prática – poderiam ter sido recrutados alvos de ação que não estariam 

convencionalmente envolvidos nos efeitos clínicos da anestesia (Franks, 2006).  

Outro ponto importante a ser destacado é que, nos experimentos realizados nesse 

trabalho, as amostras contendo as fatias, além de serem hermeticamente fechadas, foram 

estimuladas usando solução aquosa de sevoflurano, cuja concentração apresenta menor 

dependência da temperatura do meio em relação ao anestésico em sua forma gasosa (Franks;  

Lieb,1994). 

O aumento da liberação de [
3
H]GABA é também dependente do tempo de incubação 

do anestésico (figura 03). Nesse experimento, as fatias foram incubadas com o sevoflurano por 

diferentes tempos (5, 10, 20 e 45 minutos). Seria interessante avaliar como se dá a variação da 

liberação do neurotrasmissor dentro desses intervalos. Entretanto, a metodologia utilizada 

limita-se apenas a quantificar o [
3
H]GABA que permanece no meio extracelular ao final de cada 

tempo estipulado. 

 Após verificar que o sevoflurano induz a liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex 

cerebral de ratos proporcionalmente à concentração e ao tempo de incubação com o agente, o 



48 

que é compatível com estudos divulgados previamente por outros autores, foram utilizados 

estratégias farmacológicas para tentar avaliar os mecanismos moleculares envolvidos. 

A exocitose é considerada o mecanismo clássico de liberação dos neurotrasmissores. 

É uma forma de liberação dependente do aumento dos níveis citoplasmático do Ca
2+

, que 

podem se originar do meio externo, pela entrada do íon através de seus canais dependentes 

de voltagem, ou mesmo do meio interno, a partir de seus estoques intracelulares localizados 

em organelas como o retículo sarcoplasmático, mitocôndria e retículo nucleoplasmático. 

(Berridge, 1998). 

Outro íon primariamente envolvido na neurotransmissão é o Na
+
. Sua entrada através 

de seus canais sensíveis à voltagem (Nav) leva à despolarização e à abertura dos Cavs, com 

consequente liberação vesicular de neurotransmissores (Jackson & Strange, 1995). 

Experimentos utilizando técnicas de eletrofisiologia indicam que os Nav são alvos de ação dos 

anestésicos voláteis (Rehberg et al., 1996; Ratnakumari et al.,1998). No entanto, esse alvo 

parece não estar envolvido na ação no sevoflurano na liberação de GABA. Nossos resultados 

(Figura 04) mostram que a liberação de GABA induzida pelo sevoflurano não foi alterada pela 

presença do TTX, um bloqueador potente dos canais para Na
+
, sugerindo que a liberação 

desse neurotransmissor induzida pelo anestésico é independente da despolarização de 

membrana.  

Resultados semelhantes também foram obtidos por outros autores. Keita e 

colaboradores (1999) demonstraram que o halotano e o isoflurano aumentam a liberação de 

dopamina em fatias de corpo estriado pré-tratadas com TTX.  Em 2007, Silva e cols mostraram 

que a liberação de dopamina em fatias de córtex de rato induzida por sevoflurano não é 

alterada pela droga. 

 Muitos estudos já mostraram que os Cavs são um possível alvo molecular para ação 

dos anestésicos na liberação de neurotransmissores.  Em 1998, Xu e cols demonstraram que 

concentrações clinicamente relevantes do halotano ou isoflurano inibem os Cav 2.2. Yamakage 

e colaboradores (1995) também demonstraram que esses anestésicos voláteis podem deprimir 

as correntes dos canais de Ca
2+

 operados por voltagem e, conseqüentemente, inibir a 

transmissão sináptica. Por outro lado, Hall; Lieb; Franks (1994), investigando o efeito de vários 
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anestésicos inalatórios e intravenosos em células de purkinje do cerebelo, observaram que os 

Cav2.1 são insensíveis a vários anestésicos gerais. 

Nossos achados mostram que a liberação de [
3
H]GABA induzida pelo anestésico não 

foi alterada na presença do EGTA, um quelante do Ca
2+

  extracelular (Figura 05). Essa 

liberação independente do Ca
2+

 externo indica que os Cavs não estão envolvidos na ação 

desses agentes na liberação de [
3
H]GABA em fatias de córtex cerebral de ratos. Dados 

semelhantes foram mostrados em estudos que investigaram o efeito de anestésicos na 

liberação de acetilcolina, dopamina e serotonina, que também não mostraram participação do 

Ca
2+

 extracelular (Gomez et al., 1999, 2000; Silva et al., 2005. Silva et al., 2007; Silva et al. 

2008). 

O aumento da concentração citosólica de Ca
2+

, a partir de seus estoques 

intracelulares, é outro mecanismo que pode exercer um papel importante na regulação da 

liberação de hormônios e neurotransmissores. Dessa forma, constituem potenciais alvo de 

ação dos anestésicos. De fato, vários trabalhos já mostraram que os anestésicos inalatórios 

estimulam a liberação deste íon a partir desses estoques intracelulares. Há estudos em vários 

modelos experimentais, incluindo, por exemplo, sinaptosomas de cérebro de camundongos 

(Daniell & Harris, 1988), fatias de hipocampo de ratos (Mody e cols., 1991) e em células SN56, 

linhagem que apresentam fenótipo colinérgico (Gomez e cols., 2001; Pinheiro e cols., 2006). 

Além disso, já foi observado que, em fatias de córtex cerebral de ratos, o aumento da liberação 

de acetilcolina induzida pelo sevoflurano, halotano e isoflurano pode ser devido ao aumento da 

[Ca
2+

]i via estoques intracelulares (Gomez e cols., 1999, 2000; Silva e cols., 2005).  

Sendo assim, para avaliar se o alvo molecular de ação do sevoflurano no aumento de 

[
3
H]GABA envolveria o Ca

2+ 
liberado a partir de estoques intracelulares, utilizamos o quelante 

do cálcio intracelular, o BAPTA-AM (Adler e cols, 1991). Nossos resultados (Figura 06), 

mostram que a liberação de GABA induzida pelo anestésico não foi afetada pelo quelante, 

sugerindo que essa liberação, diferente da acetilcolina, é independente do cálcio proveniente 

de seus estoques intracelulares.  

Os resultados até então apresentados indicam que a liberação de GABA induzida por 

sevoflurano em fatias de córtex cerebral de ratos é independente de Ca
2+

 e dos canais de Na
+
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sensíveis à voltagem. Isso sugere que a liberação não depende da despolarização da 

membrana e também não envolve os mecanismos de exocitose. Dessa forma, uma 

possibilidade é que o GABA estaria sendo liberado pela via não-vesicular, cálcio-independente, 

que envolve o transportador transmembrana de GABA.  

Nos últimos anos, o papel do transportador de GABA na liberação desse 

neurotrasmissor tem ganhado destaque. A liberação de GABA pelo transporte reverso pode 

limitar o dano celular causado pela exacerbação da neurotransmissão excitatória, fenômeno 

envolvido na isquemia neuronal (Attwell; Barbour; Szatkowski, 1993, Wu; Wang; Richerson, 

2001). Alguns fármacos, inclusive com grande importância clínica, parecem interferir na 

liberação de GABA por meio dessa via. Por exemplo, o aumento da liberação de GABA com o 

uso do anticonvulsivante vigabatrina, um inibidor da enzima GABA-T, pode estar associado à 

reversão desse transporte. Ao inibir sua degradação, ocorre acúmulo do neurotransmissor no 

citoplasma. Esse conseqüente aumento da concentração citosólica de GABA predispõe o 

transporte reverso deste nerotrasmissor mediado pelo carreador (Qume and Fowler,1997; Wu; 

Wang; Richerson, 2001). 

Dessa forma, foi estudado o envolvimento do transportador na liberação de GABA 

induzida pelo sevoflurano, utilizando duas diferentes estratégias. Uma envolve o bloqueio 

farmacológico do transportador, através dos antagonistas já descritos. A outra estratégia 

baseia-se nas características termodinâmicas do GAT.  

Há evidências mostrando de que, em baixas temperaturas (12-17°C), somente o 

mecanismo exocitótico de liberação está operando, enquanto a liberação e a captação via 

transportador de membrana está inibida. Essa variação de temperatura demonstrou-se ser uma 

ferramenta confiável para diferenciar a liberação exocitótica da liberação mediada pelo 

carreador (Vizi, 1998).   

A liberação de neurotransmissores através de transportadores de membrana é um 

processo ativo que requer, muitas vezes, energia e, portanto dependente de temperatura. 

Segundo Gerevick e colaboradores (2001) as propriedades da membrana plasmática em 

baixas temperaturas são alteradas e a rigidez da membrana está aumentada, dificultando a 

eficácia da liberação de neurotransmissores citoplasmáticos.  
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Dessa forma, foi avaliado a liberação de [
3
H]GABA induzida pelo sevoflurano em 

condições de baixa temperatura do meio de incubação. Os achados (figura 07) mostram que 

essa liberação foi inibida em 82,17%, de forma estatisticamente significativa (p<0,05), 

comparada à liberação ocorrida à 37ºC.  

 Em 2007, nosso grupo de pesquisa publicou trabalhos mostrando que a liberação de 

dopamina induzida pelo sevoflurano e halotano era cálcio-independente, e também foi inibida 

em condições de baixas temperaturas, sugerindo o envolvimento do transportador da 

monoamina (Diniz et al., 2007; Silva et al., 2007). 

 Para confirmar a participação do GAT na liberação de GABA induzida sevoflurano, as 

fatias foram pré-incubadas na presença de SKF 89976A, inibidor do GAT-1, um subtipo de 

transportador de membrana considerado neurônio específico (Krause & Schwarz, 2005). Na 

presença dessa droga, observou-se uma significativa inibição na liberação de GABA induzida 

pelo sevoflurano (Figura 08), de aproximadamente 57,22%. O fato dessa inibição não ter sido 

maior pode sugerir o envolvimento do transportador BGT-1, que, apesar da menor importância, 

também pode ser expresso no SNC (Nelson, 1998). Entretanto, os inibidores do GAT até então 

conhecidos tem especificidade e efeito inibidor pequeno sobre esse subtipo de transportador, 

motivo pelo qual não foram testados nesse trabalho. (Soudijn & Wijngaarden, 2000). 

Para excluir o envolvimento das células da glia como alvo de ação do sevoflurano na 

liberação de GABA em fatias de córtex de rato, foi usado a β-alanina, um inibidor específico 

dos transportadores gliocitários GAT-2 e GAT-3. A figura 09 mostra que a liberação de GABA 

induzida pelo anestésico não foi alterada na presença dessa droga (p>0,05). 

 A análise conjunta desses resultados sugere o envolvimento do transportador de 

GABA, presente na membrana dos neurônios, como alvo de ação do sevoflurano no aumento 

do neurotransmissor. Entretanto, por limitações técnicas, ainda não está esclarecido se há 

atuação direta do anestésico sobre o transportador. Wu; Wang; Richerson (2001) mostraram 

que essa liberação por transporte reverso pode ocorrer quando há aumento dos níveis 

citoplasmáticos de GABA, Na
+
 ou até mesmo Cl

-
, ou, de forma análoga, quando há redução da 

concentrações extracelulares dessas substâncias. Como há varias formas indiretas de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krause%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schwarz%20W%22%5BAuthor%5D
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aumento desse transporte reverso, não investigadas nesse trabalho, faz-se necessário mais 

estudos para esclarecer os mecanismos envolvidos. 

Então, conclui-se que o sevoflurano aumenta a liberação de [
3
H]GABA em fatias de 

córtex cerebral de ratos, de forma dose dependente, com relação direta ao tempo de 

incubação, sem envolvimento da exocitose, mas com participação do transportador presente 

na membrana neuronal.  

 Essa conclusão segue a maioria dos três princípios apontados por Franks (2006) para 

identificação de mecanismos moleculares e celulares relevantes envolvidos na anestesia geral. 

O primeiro é a plausibilidade. De fato, a liberação de GABA, seja por exocitose ou não, é um 

evento compatível com as linhas de investigação até então desenvolvidas. O efeito encontrado 

corresponde a uma concentração do anestésico que não é considerada alta, conforme já 

discutido, o que preenche o segundo critério. O terceiro critério, que corresponde à 

demonstração de diferentes potências entre os esteroisômeros do anestésico sobre o alvo 

molecular em investigação, não foi testado por limitações técnicas do presente estudo. 
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