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RESUMO

A introducdo do éter na pratica anestésica por William Morton em 1846 e o posterior
surgimento de outros agentes anestésicos possibilitaram o desenvolvimento e o
aperfeicoamento das diferentes especialidades cirlrgicas. No entanto, apesar da importancia e
do amplo uso clinico, 0 mecanismo de acdo desses agentes ainda nao foi esclarecido. Ha
evidencias de que os anestésicos potencializam a neurotransmissao inibitéria, mas os aspectos
moleculares envolvidos permanecem desconhecidos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do anestésico inalatério sevoflurano na liberacdo do GABA, principal
neurotrasmissor inibitério do sistema nervoso central de mamiferos. Para isso, fatias de cértex
cerebral de ratos foram marcadas com [3H]GABA, e, apos etapas de centrifugacédo e lavagens,
foram estimuladas com diferentes concentra¢bes do anestésico (0,058, 0,11, 0,23, 0,46, 0,93
mM). O sevoflurano aumentou a liberacéo de [3H]GABA em fatias de cortex cerebral de ratos
de maneira dependente da concentragdo e do tempo de incubacdo. Essa liberacdo foi
independente do ca”, j& que foi inalterada pelo EGTA e BAPTA. A inibi¢do de canais para Na*
pela tetrodotoxina também néo interferiu na liberacdo de [3H]GABA induzida pelo anestésico.
Esses dados sugerem que a liberacdo desse neurotransmissor via exocitose ndo esta
envolvida na acao do sevoflurano. O SKF 89976A, bloqueador do GAT-1, transportador de
GABA presente na membrana pré singptica de neurdnios GABAérgicos, inibiu em cerca de
57,2% a liberacdo deste neurotransmissor induzida pelo sevoflurano (p<0,05). Da mesma
forma, observou-se inibicdo de 83,1% (p<0,05) da liberacdo induzida pelo anestésico quando
as fatias foram incubadas em baixas temperaturas (17°C), condi¢éo esta em que a liberacéo de
GABA mediada por carreadores esta inibida. A B-alanina, um inibidor dos transportadores GAT-
2 e GAT-3, presentes na membrana das células da glia, ndo interferiu na liberacdo de
[PHIGABA induzida pelo anestésico, demonstrando que estas células parecem nado estar
envolvidas nessa ac¢do. Os resultados do presente trabalho sugerem que o sevoflurano induz a
liberagdo ndo-exocitotica de GABA em fatias de cOrtex cerebral de ratos, através de um
mecanismo Ca2+-independente, gue envolve o transportador deste neurotransmissor presente

na membrana neuronal.



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 [3H]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 [°H]GABA release in cortical brain slices. This effect was dose-
dependent and time incubation-dependent. Such release was independent of ca®, since it was
unaffected by EGTA and BAPTA. Inhibition of tetrodotoxin resistant Na® channels didn’t
interfere on anesthetic induced [SH]GABA release as well. These data suggest that exocytotic
[3H]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°C). In this condition, GABA release mediated by carriers is impaired. B-
alanine, an inhibitor of GAT-2 and GAT-3 present at glial membranes, didn’t interfere in the
[3H]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- Introducéao
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1.1 Os anestésicos inalatérios

A evolucdo da cirurgia na era moderna esta diretamente ligada ao desenvolvimento dos
anestésicos inalatérios (Jacob et al., 2009). A capacidade de provocar no paciente
inconsciéncia e insensibilidade a estimulos dolorosos tornou os anestésicos indispensaveis e
uma das drogas mais usadas atualmente (Franks, 2006). Desde a demonstracao publica do
uso do éter na anestesia cirlrgica, ocorrida em 1846 por Willian T. G. Morton, diversos outros
compostos tém sido desenvolvidos, sempre buscando alternativas mais efetivas e com

menores efeitos colaterais (Vandam, 1994).

Os primeiros agentes anestésicos a serem desenvolvidos eram inflamaveis, mas esse
problema viria a ser resolvido a partir da década de 30, com a criagcdo dos primeiros compostos
halogenados, contendo o flior em sua molécula. Isso trouxe outros beneficios, como o
aumento da estabilidade e menor atividade contra a camada de oz6nio (Jones, 1990; Merret e

Jones, 1994).

Dos anestésicos inalatérios atualmente disponiveis, o halotano foi o primeiro a ser
introduzido, o que ocorreu em 1956. Devido a disponibilidade para ser usado em mascara,
esse agente foi, por muito tempo, o anestésico de escolha nos procedimentos cirlrgicos.
(Mazze; Ebert; Kharasch, 1998). Entretanto, o halotano apresenta muitas caracteristicas
indesejaveis, como o aumento da sensibilizagdo do miocardio as catecolaminas, o que
favorece a ocorréncias de arritmias graves. Além disso, ocasionalmente pode levar a hepatite e

insuficiéncia hepatica. (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 minimos sobre o
sistema cardiorrespiratério, efeitos reversiveis no SNC, maior margem de seguranca entre dose
toxica e terapéutica, além da auséncia de efeito tdxico cumulativo com as exposicoes
repetidas. Entretanto, seu uso clinico so6 foi liberado em 1990 no Jap&o, em 1995 na Alemanha
e em 1996 nos Estados Unidos (Behne; Wilker; Harder, 1999). Como apresenta um baixo
coeficiente de particdo sangue:gas, a inducdo e a recuperacao anestésicas sao mais rapidas e

previsiveis. Apresenta ainda a peculiaridade do odor adocicado, sem provocar irritagdo de vias



aéreas, e um efeito broncodilatador potente, tornando-o um excelente candidato para indugéo

de anestesia sob mascara tanto em adultos como em criancas (Jacob et al., 2009).

Dados norte-americanos mostraram que o sevoflurano e outros dois importantes
anestésicos - o isoflurano e desflurano - sdo responsaveis por 97% do mercado de agentes

inalatérios naquele pais (Delgado-Herrera; Ostroff; Rogers, 2001).

Apesar do uso na prética cirdrgica had vérias décadas, o mecanismo de acdo dessas
substancias volateis ainda nao foi esclarecido e os varios estudos que tém sido publicados dédo

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

1.1.1 Efeitos dos anestésicos inalatérios sobre o sistema nervoso central

1.1.1.1 Substratos neuroanatdmicos

A anestesia geral é caracterizada clinicamente pela triade de inconsciéncia, amnésia e
imobilidade aos estimulos nociceptivos (Antognini; Carstens, 2002). Nos (ltimos anos, muitos
estudos tém atribuido esses efeitos clinicos as a¢bes dos anestésicos em diferentes &reas no

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

Apesar de sofrer influéncias modulatorias supra espinhais, a medula espinhal é o principal
local de agdo dos anestésicos inalatorios no SNC para promoverem a imobilidade (Borges;
Antognini, 1994; Rampil et al., 1993). Em 1994, Rampil mostrou que a transec¢édo medular em
nivel toracico alto praticamente ndo afeta a capacidade dos anestésicos volateis suprimir os
movimentos (Rampil, 1994). Importante destacar ainda que, ao deprimir a atividade medular,
ocorre bloqueio dos impulsos nociceptivos na medula espinhal, diminuindo a transmissao
ascendente da informacé@o dolorosa que estimularia o despertar (Kengig, 1993; Antognini;

Wang; Carstens, 2000).

A inconsciéncia, definida com perda da responsividade a estimulos, € também um
importante efeito dos anestésicos volateis. Atualmente, postula-se que a consciéncia seria uma
funcado integrativa de muitas areas do cérebro, incluindo o cortex, tdlamo, sistema limbico e

ganglios da base (Edelman, 2003). Assim, os anestésicos podem induzir a perda da



consciéncia pela inibicdo de uma area especifica ou pela depressdo dessas varias areas

citadas.

Estudos utilizando técnicas de neuroimagem funcional mostram que diferentes anestésicos
levam a redugdo global da atividade de neurbnios corticais, com variagGes regionais
significativas (Alkire et al., 1999). Também mostram reducdo na atividade metabdlica de

estruturas subcorticais, incluindo talamo, formacdo reticular ativadora ascendente e

possivelmente o hipotalamo (Alkire; Haier, 2001).

Ha evidéncias apontando os nucleos intralaminares do talamo como centro de integragdo
da consciéncia através das diversas conexdes com o0 cOrtex e 0 sistema reticular ativador
ascendente (SRAA) (revisto por Perry e cols., 1999). E por meio dessas conexdes com o cortex
gue o estimulo doloroso, ao chegar ao centro de percepcao da dor, localizado no talamo, sera

conscientizado e classificado.

Ja foi observado que, durante a anestesia profunda, neurénios do talamo tém metabolismo
de glicose mais alterado (Campagna; Miller; Forman, 2003). Ha& também evidencias
eletroencefalogréficas de que estruturas talamicas sédo inibidas por concentracao hipnéticas de

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

Apesar de muitos anestésicos gerais deprimirem a atividade neuronal no sistema
talamocortical em concentragfes hipnoticas, esse ndo é necessariamente 0 mecanismo mais
importante para causar a inconsciéncia, visto que alguns agentes como a cetamina produzem

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

Na década de 1940, Magoun e Moruzzi descobriram que muitos ndcleos da SRAA estariam
envolvidos na excitagdo, sono e vigilia (Moruzzi; Magoun, 1949). Essas estruturas, entéo,
seriam alvos possiveis para os anestésicos gerais produzirem seu efeito sedativo e hipnético.
De fato, estudos em gatos mostraram que o halotano, enflurano e isoflurano deprimem o
disparo espontaneo da SRAA (Ogawa et al., 1992). Por outro lado, foi demonstrado que lesbes
extensas no SRAA suprimem a atividade eletroencefalografica em resposta a estimulos, mas

0s animais mantém-se completamente despertos (Feldman; Waller, 1962). Portanto nao ha



evidéncias experimentais de que o0 SRAA seja 0 Unico ou mesmo o principal local de acdo dos

anestésicos inalatérios.

O sono e a anestesia geral dividem algumas caracteristicas comuns, incluindo a depressao
sensorial e motora, o padréo eletroencefalografico e a fase de recuperagdo (Tung et al, 2004).
Entédo, os mecanismos hipotalamicos envolvidos na regulacdo do sono podem ter um papel na
hipnose induzida pela anestesia. Talvez essa hipotese seja consistente com o efeito hipnético
observado durante aplicacédo direta de agentes GABAérgicos no nlcleo tuberomamario, uma

regido do hipotalamo envolvida na regulacéo do sono e vigilia. (Nelson, 2002).

A amnésia, outro efeito clinico induzido pelos anestésicos, pode também estar relacionada
a acdo desses agentes no hipocampo. Essa estrutura é considera responsavel por algumas
formas de memoaria, como a espacial e a anterégrada (Redman, 1996). Ja foi demonstrado que
0s anestésicos inalatérios suprimem a atividade de neurdnios da regido CA1 do hipocampo, o

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

Enfim, apesar do consideravel progresso ocorrido nos Ultimos anos, ainda ndo esta
esclarecido como os anestésicos gerais afetam a funcao do SNC para provocar efeitos clinicos

tdo diversos.

1.1.1.2 Mecanismos moleculares

Desde os primeiros anos de introdugdo dos anestésicos na pratica clinica, surgiram
vérias especulacdes sobre o mecanismo molecular de agao desses agentes. Por volta de 1900,
Meyer e Overton descobriam uma correlacdo direta entre a poténcia dos anestésicos e sua
solubilidade em O6leo (Revisto por Rudolph; Antkowiak, 2004). Na hipétese lipidica, os
anestésicos gerais atuariam através de um mecanismo comum e inespecifico, dissolvendo-se
na membrana das células nervosas, causando alteragdes estruturais na bicamada lipidica

(Miller, 1961).

Entretanto, apesar da boa aceitacdo naquela época, a hipétese ndo explicava muitas

observacgfes intrigantes que comecaram a ser feitas. Dentre elas, o fenémeno da interrupcgéo,



em que ocorre perda da atividade anestésica além de um determinado limite de aumento no
comprimento da cadeia de hidrocarboneto, embora a solubilidade lipidica continuasse a
aumentar. Outra questado inexplicada era as diferencas entre as poténcias de esteroisdbmeros
do mesmo anestésico, apesar de conservarem a mesma solubilidade lipidica (Franks; Lieb,

1991; Harris; Moody; Skolnick, 1992)

No inicio da década de 1980, existiam fortes razbes para se questionar a validade da
hipétese lipidica, mas faltavam evidéncias para validar uma idéia até entdo alternativa,
conhecida como hipétese protéica. Segunda ela, os anestésicos provocariam seus efeitos por

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

Foram os estudos de Franks & Lieb que fortaleceram essa hipétese, lancando as bases
para o melhor entendimento da agdo molecular desses agentes. Em um dos seus trabalhos
mais importantes, esses autores mostraram que diversos anestésicos poderiam inibir a
atividade de uma proteina, a enzima luciferase do inseto pirilampo. Mostraram ainda a
existéncia de correlagdo entre a dose requerida para essa inibicdo e a dose usada para

anestesia em animais (Franks & Lieb, 1984).

Assim, a partir da correlagdo da poténcia anestésica com solubilidade lipidica e da
capacidade de ligacdo protéica dos anestésicos inalatérios, acredita-se que provavelmente
ocorra uma ligacdo destes agentes a dominios hidrofébicos especificos das proteinas,

especialmente canais protéico (Franks & Lieb, 1994).

Nos Ultimos anos, os canais ibnicos, que tém papel de destaque na transmissao
neuronal, emergiram como importante alvos de acdo dos anestésicos inalatérios. (Franks &
Lieb, 1994; Antkowiak, 2001; Hemmings et al., 2005; revisto por Franks, 2006). Entretanto,
ainda nao esta claro a associacdo desses alvos com os efeitos clinicos desejados na

anestesia.

Os canais ibnicos podem ser subdivididos em canais operados por voltagem, em que o
mecanismo de abertura do canal é dependente da variacdo da voltagem na membrana
plasmatica, e em canais operados por ligante, onde uma molécula se ligaria a um receptor

associado a um canal ibnico.



Quando um potencial de acdo se propaga até o terminal nervoso, a membrana
despolariza-se, ativando os canais de soédio dependentes de voltagem (Na,). Ocorre uma
potencializacdo da alteracdo da voltagem da membrana, quando entéo o limiar de ativacéo dos
canais para ca” operados por voltagem (Ca,s) sera atingido. O influxo de Ca”" através destes
canais deflagra a exocitose de vesiculas sindpticas com conseqlente liberacdo do
neurotransmissor (Katz; Miledi, 1967; revisto por Neher, 1998). Em concentra¢des clinicamente
relevantes, os anestésicos gerais alteram a transmissdo do impulso entre os neurbnios do
SNC, parecendo nao afetar a conducéo axonal (Rudolph; Antkowiak, 2004). Assim, é posssivel
que os canais Na, e Ca, possam ser um alvo pré-sinaptico dos anestésicos inalatérios,
interferindo, consequentemente, na transmiss@o sinaptica. De fato, foi demonstrado que os
anestésicos volateis podem deprimir as correntes dos canais para ca” voltagem dependente
e, consequentemente, inibir a liberacdo de neurotransmissores (Yamakage; Hirshman; Croxton,

1995).

Os canais de sodio sdo proteinas transmembranas presentes nas células excitaveis,

onde sdo responsaveis pela geracdo e propagacdo do potencial de acdo (Beleboni et. al.
2004). Com base em sua seqiiéncia de aminoacidos e sensibilidade a tetrodotoxina, os canais

de sédio podem ser classificados em dois grupos: isoformas do grupo Na,l1, que sédo 9
homologos sensiveis a tetrodotoxina e denominados de Nayl1.1 a Nay1.9, e o grupo Nay, que é
insensivel a tetrodotoxina e difere estruturalmente do primeiro grupo em regifes criticas do
canal (Goldin et. al. 2000). Os canais do grupo Nayl encontram-se principalmente nos
neurdnios, coracdo, ganglios nervosos e musculo esquelético. Os canais do tipo Nay séo
provavelmente responsaveis pelo transporte e absor¢do de Na', dependem da concentracio
de Na* no meio (Watanabe et. al. 2000), e s&o encontrados principalmente no coragéo e

neurdnios sensoriais (Escoubas et. al. 2000).

Baseado em critérios farmacoldgicos e eletrofisiol6gicos, seis tipos de correntes de
Ca,s foram identificados: L, N, P/ Q, R e T. Atuamente eles sdo chamados, respectivamente,
de Ca,l.x, Ca,2.2; Ca,2.1; Ca,2.3; Ca,3.x. (Minor Jr.; Findeisen, 2010). Os Ca,s sao divididos
em canais ativados por baixa voltagem e inativados rapidamente (Ca,3.x), e canais ativados

por alta voltagem, no qual necessitam de grande voltagem para serem ativados e s&o



inativados lentamente (Ca,1.x, Ca,2.2; Ca,2.1; Ca,2.3) (revisto por Meir et al.,1999; Minor Jr.;
Findeisen, 2010). Dados da literatura sugerem que os canais para Ca>* do tipo Ca,2.2; Ca,2.1
estédo envolvidos na regulacdo da excitabilidade e sdo essenciais na transmissao sinaptica e,

consequentemente, na liberacdo de neurotransmissores (Dunlap; Luebke; Turner, 1995).

Alguns autores tém investigado se esses canais séo alvos dos anestésicos inalatérios
no SNC, porém, resultados contraditérios foram observados. Study (1994) investigou o efeito
do isoflurano nas correntes de Ca®* em neurénios de hipocampo. Esse autor demonstrou que o
isoflurano, em concentraces clinicamente relevantes, inibiu as correntes de Ca** ativadas por
baixa e alta voltagem. No entanto, Hall, Lieb e Franks (1994) observaram que os Ca,s do tipo
Ca,2.1 sdo insensiveis a uma variedade de anestésicos gerais (halotano, isoflurano, tiopental,

pentobarbital e propofol).

Os canais ibnicos operados por ligantes também parecem desempenhar um papel
importante na anestesia. Os receptores ionotrépicos como o para GABA (acido y-
aminobutirico) do tipo A, para acetilcolina do tipo nicotinico e para glutamato sdo considerados
sitios de acao dos anestésicos gerais (Campagna; Miller; Forman, 2003). Ha evidéncias de que
0s anestésicos atuam nos receptores GABAérgicos por diferentes mecanismos. (Johnston,
1996a; Korpi; Grunder; Luddens, 2002). Entre eles, o0 aumento da a¢cdo do GABA no receptor,
potencializando a corrente inibitéria pds- sindptica gerada; a reducdo da dessensibilizacdo
desses receptores; e, em concentracdes mais altas dos anestésicos, a ativacdo direta do

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

1.2 Transmissdo GABAérgica

O GABA é o neurotransmissor inibitério mais abundante no SNC de mamiferos.
Estima-se que ele esteja envolvido primariamente em 30-40% dos neurdnios no SNC,
principalmente como interneurbnios (Hendry et al., 1987; Roberts, 1986a). Foi
independentemente identificado em 1950 por Roberts e Frank e por Awapara e colaboradores,
gue também comprovaram sua presenca no cérebro dos vertebrados (Awapara et al., 1950;

Roberts; Frankel, 1950). Entretanto, o0s critérios classicos para classifica-lo como



neurotransmissor s6 foram demonstrados no inicio dos anos 70, quando entdo sua funcéo

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

Nas Ultimas décadas, o interesse neste sistema de neurotransmissdo tem sido
crescente, 0 que pode ser explicado pelas evidéncias do envolvimento direto das sinapses
GABAérgicas em graves doencas neurolégicas e psiquiatricas, tais como a Coréia de
Huntington, parkinsonismo, dicinesia tardia, epilepsia, esquizofrenia, ansiedade, depresséo
maior e outros distlrbios do comportamento (Coyle, 2004; Lloyd; Morselli; Bartholini, 1987;

Sanacora et al., 2000).

As vias GABAérgicas sao, de fato, longas e complexas. Envolvem as conexdes entre
neoestriado e globo palido, ndcleo subtalamico, substancia negra reticulada. Além disso, o
mesencéfalo medial e o hipocampo sao também estruturas ricas em neurdnios contendo
GABA. Outra estrutura que se destaca é o0 cOrtex, que apresenta grande conteldo de
interneurdnios com a fungcdo de inibicdo neuronal, responsaveis pelo melhor controle da

excitabilidade cortical (Petroff, 2002).

Varios processos regulatérios estdo envolvidos na transmissao do GABA. Incluem-se
expressdo enzimatica e sua atividade, armazenamento vesicular do neurotransmissor, controle
de receptores e de transportadores. Além dos neurbnios GABAérgicos, as células da glia,
ainda que pouco investigadas, também possuem maquinaria distinta para sintese,
armazenamento, liberacdo, captacdo, e catabolismo do GABA (Angulo, et al., 2008). Todas
essas etapas representam potenciais alvos que podem estar associado ao mecanismo de
drogas ja existentes e de doencgas, além de constituir importantes estratégias farmacolégicas

para desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas (Beleboni et al, 2004).

Classicamente, tem sido demonstrada a associacdo dos anestésicos inalatorios na vias
GABAérgicas, ja que esses agentes podem ativar a neurotransmissao inibitéria ou inibir a
ativacao das sinapses excitatorias (Pearce, 2003). Entretanto, 0s mecanismos envolvidos na

acdo desses agentes sobre a transmissdo GABAérgica ainda necessitam maior investigacao.

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

citadas abaixo.



Ma*

C a+2

Figura 01: Esquema representando as diferentes etapas envolvidas na

neurotrasmissdo GABAérgica
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1.2.1 Metabolismo do GABA

Existem duas vias diferentes para sintese do GABA. Uma delas, descrita em cérebro
de peixes e camundongos, € considerada alternativa, provavelmente mais relevante durante o
desenvolvimento embrionéario, e envolve a degradacdo da poliamina putrescina (Seiler; Al-

Therib; Kataoka, 1973).

Em sua via classica, o GABA ¢ sintetizado a partir da descarboxilagdo do glutamato,
pela enzima descarboxilase do acido glutdmico (GAD) (Palmada; Centelles, 1998). Sao
descritas duas isoformas dessa enzima, que séo codificadas por diferentes genes, apresentam
propriedades cinéticas préprias e distribuicao celular distinta (Matins; Rimvall, 1993). A GAD 67
€ predominantemente citosolica, responsavel pela produgdo de 10% dos niveis normais de
GABA. A GAD 65, por sua vez, é encontrada no terminal neuronal, aderida a membrana da
vesicula sinaptica, sugerindo fun¢é@o adicional no armazenamento ou liberagdo vesicular de

GABA (Christgau et al., 1992).

Em neurdnios, gliécitos ou, em menor propor¢do, na fenda sinaptica, o GABA sofre
acdo da GABA transaminase (GABA-T). Essa enzima participa da primeira e mais importante
reacdo de catabolizacdo desse neurotransmissor que, em Ultima analise, sera convertido a

glutamato pela reagcéo de transaminagao do a- cetoglutarato (de Graaf et al., 2006).

A inibicAo da GABA-T aumenta a concentracdo cerebral de GABA, diminuindo a
susceptibilidade a convulsGes e condi¢Bes epilépticas, como demonstrado por estudos
observacionais. (Sherif and Ahmed, 1995; Sills, 2003). Além disso, a inibicdo desta enzima
parece estar relacionada a outros efeitos farmacologicos, como os relacionados ao controle do
apetite, ansiedade, dependéncia alcodlica e sedacgéo (Sherif; Ahmed, 1994). Tendo em vista o
envolvimento das sinapses GABAérgicas em doegas neurolédgicas, varios inibidores da GABA-
T tém sido descritos (Choi; Silverman, 2002). No presente trabalho, utilizamos o &cido

aminoxacético como inibidor irreversivel desta enzima.
1.2.2 Liberacao e transporte de GABA

1.2.2.1 Liberagdo dependende de ca”
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ApGs sua sintese enddgena, o GABA pode ser armazenado em vesiculas sinapticas,
carreado pelo transportador vesicular. Esse evento é direcionado por um gradiente proton-
eletroquimico 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 vesiculas sinapticas,
€ o transportador que especifica 0 neurotransmissor a ser armazenado, assegurando, dessa
forma, a especificidade do neurbnio para um transmissor especifico. Entretanto, evidéncias
recentes apontam que o GABA pode ser liberado junto com a glicina em neurdnios especificos,
presentes tanto no cérebro quanto na medula espinhal. Nesses neurdnios, 0 armazenamento
vesicular dos neurotransmissores € mediado pelo mesmo transportador, permitindo a
coexisténcia de ambos na mesma populacdo de vesiculas (Jonas; Bischofberger; Sandkuhler;

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

O GABA armazenado nas vesiculas é liberado pelo classico mecanismo de exocitose,
Ca2+-dependente, que envolve a fusdo da membrana vesicular com a membrana do terminal
pré-sinaptico em areas especializadas, conhecidas como zonas ativas (Katz; Miledi, 1967;
Mclntire et al.,, 1997). Para isso, as vesiculas sinapticas migram para a zona ativa, onde
passam por um estagio conhecido como amadurecimento ou priming, quando se tornam
competentes para formar um poro de fusdo em resposta ao ca” intracelular. A ancoragem
das vesiculas é mediada por pequenas GTPases que sdo membros da familia Rab, as quais
agem em conjunto com varias proteinas efetoras Rab ou com fatores de ancoragem (Zerial;
McBride, 2001). Isso é seguido pelo alinhamento especifico de trés proteinas conhecidas como
SNARES: a sinaptobrevina/VAMP, ancoradas nas membranas da vesicula sinaptica, e a SNAP-
25 e sintaxina, ancoradas nas membranas do terminal nervoso (Sollner; Bennet; Whiteheart,
1993). O entrelacamento das proteinas do complexo SNARE promovera a fusdo das
membranas da vesicula @ membrana plasmatica em resposta ao aumento da concentracédo
intracelular de Ca** (Weber e cols., 1998, Jahn e Sudhof, 1999; Séllner; Bennet; Whiteheart,

1993)

A deflagracdo do potencial de acéo leva a uma onda de despolarizagdo da membrana

neuronal, ativando os canais de Ca’* sensiveis a voltagem. O consequente influxo de Ca®*
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ativa a sinaptotagmina, considerada uma proteina sensora de Ca®, iniciando assim essa

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

Ja foi demonstrado que os canais de Ca®* sensiveis a voltagem, presentes na
membrana plasmatica, podem ser possiveis alvos de drogas com efeito neuronal. Em 2000,
Nicolato e colaboradores, ao investigar o mecanismo de acdo da tityustoxina, uma neurotoxina
do escorpido Tityus serrulatus, observaram o envolvimento dos subtipos P/Q destes canais ha

liberacdo induzida de GABA pela toxina.

E importante destacar também que a liberacido de Ca®* 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 o0s anestésicos sevoflurano, halotano
e isoflurano aumentam a liberacdo exocitética de [3H]—acetilcolina em fatias de cortex cerebral
de ratos, a partir de ca” proveniente desses estoques (Gomez et al., 1999; Gomez; Gomez;

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

1.2.2.2 Liberagédo independente de Ca**

Além da exocitose, pode haver liberagdo de GABA de origem citosélica por um
mecanismo independente de Ca2+, envolvendo a reversdo do seu transportador, de forma
analoga ao que ja foi descrito com outros neurotransmissores (Bernath; Zigmond,1988;
Hanania; Johnson, 1998).

Os estudos pioneiros do transporte reverso do GABA foram conduzidos usando
estimulos ndo fisiolégicos, por se acreditar que esse mecanismo estaria presente apenas em
condi¢des patoldgicas, como na epilepsia e na isquemia (Levi; Raiteri, 1993; Moscowitz; Cutler,
1980; Nicholls; Attwell, 1990; Pin; Bockaert, 1989). Entretanto, publicacbes recentes
demonstraram sua ocorréncia em condi¢cdes fisiologicas, como, por exemplo, na
despolarizacéo neuronal normal, no aumento de Na" intracelular ou em pequenos aumentos na
concentracdo extracelular de potassio (Bernath; Zigmond,1988; Gaspary; Wang; Richerson,
1998)

Localizado na membrana pré-sindptica e nas células da glia, esse transportador &

conhecido h&a anos pela sua fungdo priméria de captar o GABA liberado na fenda sinaptica,
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finalizando, assim, a acdo do neurotransmissor (Dodd et al., 1989). S&o proteinas da familia
dos transportadores dependentes de Na“ e CI, da qual também fazem parte diversas
subfamilias, como os transportadores de colina, monoaminas, taurina, glicina. Constituido por
residuos de 600 aminoacidos e apresentando peso molecular proximo de 80 KDa, o
transportador de GABA possui doze dominios transmembrana. Apresenta uma larga alga entre
os dominios 2 e 4, que atua como um sitio de glicosilacdo, importante para sua insercdo na
membrana plasmatica (Jursky et al., 1994). Ao longo de toda sua estrutura, parece conter trés
sitios de fosforilacdo pela proteina quinase C e um sitio pela proteina quinase A, que
possivelmente atuariam na regulacéo funcional do transportador (Worrall; Williams, 1994).
Estudos com técnicas imunocitoquimicas localizaram os transportadores de GABA em
vérias regibes, como cerebelo, hipocampo, substancia negra e cértex cerebral. Também
mostraram que esses transportadores estdo concentrados no terminal axonal ou em processos

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

Atualmente, postula-se a existéncia de quatro subtipos de GAT. A nomenclatura é bem
confusa e varidvel, dependendo da espécie a partir da qual a proteina foi clonada. Em ratos e

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

alanina. (Krause; Schwarz, 2005). O BGT-1 é expresso também em células néo neuronais de
tecidos periféricos e também pode carrear a betaina (Gadea; Lopez-Colomé, 2001). J4 o GAT-
2 e GAT-3 séo localizados predominantemente nas células da glia e s&o inibidos pela 3-alanina
(Borden et al.,1995).

O mecanismo de acdo desses transportadores dependentes de Na™ e CI" é complexo e
envolve um gradiente eletroquimico direcionado pelo co-transporte ibnico. A estequiometria
desse sistema s&@o 2 ions Na' e 1 jon CI para cada molécula de substrato transportada
(Schousboe et al. 1981). Isso resulta em um transporte eletrogénico, capaz de gerar uma
diferenca de concentracdo na ordem de 10° entre 0 GABA intra e extracelular (Kavanaugh et
al.,, 1992). O Na' parece estar associado a alteragcdes conformacionais do transportador, que
aumentaria sua afinidade ao GABA. Por outro lado, o CI parece facilitar a ligacdo do Na* a

alguns subtipos de transportadores GABAérgicos (Marger et al, 1996). O retorno do
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transportador a sua conformacéao original ocorre pela modificacdo do potencial transmembrana
(Cao; Pager; Lister, 1997; Nelson, 1998).

Ao ser liberado na fenda sindptica, a maior concentracdo extracelular de GABA e as
alteragfes iGnicas que acompanham esse evento direcionam o transportador no sentido da
captacdo do seu substrato. Essa captagdo vai ocorrer até que o transportador volte a sua
condicao de equilibrio, o que geralmente ocorre antes mesmo que todo o0 GABA seja recaptado
(Wu, Wang, Richerson, 2006).

Além dessa importante funcdo no transporte do transmissor, alguns estudos
detectaram correntes idnicas ndo acopladas a translocacdo de substrato, sugerindo que o
transportador de GABA pode também funcionar como canal ibnico. Assim, parece estar
envolvido na regulacdo da osmolaridade da célula e do potencial transmembrana. Entretanto, a
relevancia desse mecanismo ainda permanece desconhecida (Cammack; Schwartz, 1996;

Sonders; Amara, 1996).

1.2.3 Receptores GABAérgicos

ApOs sua liberacdo, o GABA pode atuar através de seus receptores especificos,
localizados na membrana pré e pds-singptica. O envolvimento dos anestésicos inalatérios
sobre esses receptores também tem sido estudado nos dltimos anos (revisto por Orser;

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

Os receptores inotrépicos GABA-A e GABA-C mostram similaridades em sua
composicdo e apresentam uma acgdo mais rapida. Constituem proteinas pentaméricas
transmembrana com diferentes montagens entre seus mondmeros. Suas subunidades
apresentam alcas citoplasmaticas que exibem sitios de fosforilagdo de proteinas quinases.
(Bormann, 2000; Cutting et al., 1991; Garret et al., 1997). A composi¢do dessas subunidades
pode alterar as propriedades biofisicas desses receptores e a sensibilidade a drogas (Barnard
et al., 1998). Quando ativados, esses receptores abrem um canal permeéavel ao CI, levando ao
influxo desse ion, com consequente hiperpolarizagao da célula (Son, 2010). Em relacdo ao
receptor GABA-A, o0 GABA-C é menos abundante e sofre dessensibilizagdo mais fraca na

presenca de altas concentracdes 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 doencas neuroldgicas como epilepsia e insdnia. Os benzodiazepinicos
atuam como moduladores desses receptores, aumentando a probabilidade de abertura dos
canais. Os barbitaricos, por sua vez, aumentam o periodo em que esses canais permanecem

abertos (Son, 2010).

O receptor GABA-B é metabotrépico e, assim, modula canais de K* e Ca** por meio da
ativacdo da proteina G, tendo entdo uma acdo mais lenta em relacdo aos receptores
ionotrépicos. Tem uma ampla distribuicdo no SNC e periférico, estando envolvido em uma
variedade de processos fisioldgicos, como secrecéo de 4cido gastrico, regulacdo do sono REM
(Rapid Eyes Movement), susceptibilidade a convuls@es, resposta nociceptiva, atividade motora
e memoéria (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-sinaptica, inibindo a liberacao de vesiculas sinpticas através da supresséo de
subtipos de canais de calcio (Harayama et al., 1998). Além disso, também foi demonstrada sua
acdo inibitéria pés-sinaptica, pelo aumento da condutancia de canais de K' (Gahwiler;

Brown,1985).

1.3 Liberagdo de GABA induzida pelos anestésicos inalatérios

AlteracBes no balanco entre a transmissédo excitatéria mediada pelo glutamato e a
transmissdo inibitéria do GABA parece estar relacionado a acdo dos anestésicos gerais
(Hemmings, 2009). Ja estda bem estabelecido a associacdo desse aumento do tdnus
GABAEérgico com os efeitos pds sinapticos e extra-sinapticos do receptor GABA-A (Hemmings,
et al. 2005). Entretanto, o efeito de potencializar esse receptor € insuficiente para explicar a
acao dos anestésicos inalatérios (Liao; Sonner; Judg, 2005). Isso ficou mais claro a partir de
um estudo feito em ratos, que ndo demonstrou perda do efeito do isoflurano sobre a
imobilizacdo na presenca da bicuculina, um antagonista do receptor GABA-A. (Zhang, et al;

2004).
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Muitos autores ja demonstraram aumento da liberacdo de GABA induzido por
anestésicos inalatérios (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 conexdes do terminal com as células da
glia, com o corpo neuronal e entre os neurdnios ao redor. Entretanto, anestésicos inalatdrios
podem alterar a liberagdo de neurotransmissores atuando por diferentes vias, ja que podem se
ligar aos canais ibnicos (Study, 1994; Franks; Honoré, 2004), proteinas do complexo SNARE
(Nagele et al., 2005) ou a qualquer outra proteina da membrana. Nesse contexto, alguns
estudos sugerem que o sistema pré-sinaptico de captacdo de neurotrasmissores, incluindo o

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

Nos ultimos anos, tem sido estudado o efeito dos anestésicos inalatérios sobre os
diferentes transportadores de neurotransmissores, presentes ha membrana neuronal. Shahani;
Lingamaneni; Hemmings (2002) observaram que a captacéo 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 liberacéo de
dopamina induzido por sevoflurano e halotano em fatias cértex de ratos envolve o
transportador de monoaminas (Silva et al., 2007; Diniz et al, 2007). Também ha evidencias do
envolvimento do transportador na liberacdo de serotonina induzida pelo halotano em fatias de
cértex cerebral de ratos (Silva, et al. 2008). Em relagdo ao transportador de GABA, alguns
autores mostraram sua inibicdo induzida pelos anestésicos venosos propofol e etomidato em
sinaptosomas do estriato de ratos (Mantz; Lecharny; Laudenbach, 1995), mas ainda ha poucos

estudos disponiveis.

Diante de tantos sitios provaveis de atuacdo, percebe-se a necessidade de mais
estudos para tentar elucidar os mecanismos envolvidos no efeito dos anestésicos na liberacdo

de neurotrasmissores.
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2- Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

- Investigar o efeito do anestésico inalatério sevoflurano na liberagdo de GABA em cortex

cerebral de ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar se diferentes concentracbes do sevoflurano interferem na liberacdo de GABA em

fatias de cOrtex cerebral de ratos.

- Investigar se o efeito do sevoflurano na liberacdo de GABA em fatias de cortex cerebral de

ratos é dependente do tempo de incubacao.

- Investigar o envolvimento do ion Ca” extra e intracelular na liberacdo de GABA induzida pelo

sevoflurano em fatias de cortex cerebral de ratos.

- Investigar a participagdo dos canais de Na* sensiveis & TTX na liberagido de GABA induzida

pelo sevoflurano em fatias de cortex cerebral de ratos.

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

sevoflurano em fatias de cortex cerebral de ratos.

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

da glia no efeito do sevoflurano na liberacdo de GABA em fatias de coértex cerebral de ratos
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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 C11H17N308

- EGTA, C14H24N2010

- BAPTA-AM, C34H40N2018

- Acido Aminoxacético C2H5NO3

- B- alanina

- POPOP, C24H16N202

- PPO, C15H11NO

- SKF 89976A C22H25NO2.HCI

O Sevoflurano foi gentilmente fornecido por Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA.

Reagentes obtidos da Reagen-Quimiobras Indistrias Quimicas do Brasil:

- Cloreto de potéssio, KCI.

- Alcool polivinilico

Reagentes obtidos da Merk S.A Industrias Quimicas:

- Cloreto de sé6dio, NaCl.

- Sulfato de magnésio, MgS0O4.(7H20).

- Glicose, C6H1206.

- Tolueno, C6H5CH3.

- Cloreto de calcio dihidratado, CalCIl2.2H20.
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- Acido cloridrico, HCI.

- Alcool etilico, CH3CH20H.

- Fosfato diacido de potassio, KH2PO4

- Hidréxido de s6dio, NaOH.

- Tris(hidroximetil)aminometano (HOCH2)3CNH2

- Tritom, C34H62011.

Os reagentes obtidos do Grupo Quimica Industria Ltda, Brasil.

- Naftaleno, C10H8.

- Dioxana, C4H802.

Substéncia obtida da Amersham Pharmacia Bioetech UK Limited, England:

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

3.2 Solugdes

Meio de incubacao 1

NacCl 136 mM
KCI 2,7 mM
CaCl2, 2H20 1,35 mM
MgS04 (7H20). 1,2 mM
Glicose 55 mM
Tris 10 mM

Acido Aminoxacético 100mM
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pH 7.4 ajustado com KCI 0,1 N

Obs: Acido aminoxacético: droga inibidora da degradacdo do GABA.

Solugéo 2:
Solugéo de [3H]-GABA, contendo aproximadamente 0,20 pCi de [3H]GABA em 2000 mL do

meio de incubacéo (solugéo 1)

Liquido de cintilagao (solugdo de Bray modificado)
- Alcool etilico 30% v/v

- Dioxana 30% v/v

- Tolueno 30% v/v

- Naftaleno 7% p/v

- POPOP 0,02% plv

- PPO 0,5% plv

- Triton 10% v/v

3.3 Animais

Foram utilizados ratos adultos da raca Wistar (180-200 gramas), de ambos 0s sexos,
fornecidos e criados no CEBIO, Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da

UFMG.
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3.4 Determinacdo da liberacdo de GABA em fatias de cArtex cérebral de ratos
3.4.1 Obtencao das fatias de cértex cerebral de ratos

Ratos adultos da raga Wistar eram decaptados para remocao do encéfalo. Dissecava-
se rapidamente o cortex cerebral em superficie de uma placa de petri, que era recoberta com
papel de filtro umedecido com solucdo (meio de incubacéo 1). Tudo era feito sobre o gelo para

melhor preservacao do tecido.

O cortex era entdo fatiado em fracdes de 0,5mm usando um fatiador de tecidos. Essas
fatias eram pesadas em balanca de tor¢cdo para dividi-las em aliquotas de 40mg. Essas
aliguotas eram colocadas em frascos contendo meio de incubag@o com cerca de 0,25 mCi de

[BH]-GABA. Sempre que estavam em condi¢Bes de repouso, os frascos ficavam sobre o gelo.

3.4.2 Marcacéo das fatias com [3H] GABA

Os frascos, que continham as fatias em meio de incubacdo com a solugéo radioativa,
eram transferidos para um banho com agitacdo (120 rpm). As fatias eram pré- incubadas a
37°C durante cinco minutos e posteriormente incubadas por 30 minutos com [3H]-GABA
(atividade especifica 94,0 Ci/mmol). Apés a marcacao, as fatias foram transferidas para tubos
de centrifuga que ja se encontravam no gelo e, logo apés, centrifugadas a 6000 rpm (3300 g)

por cinco minutos, a 4°C.

3.4.3 Lavagem das fatias

Depois da retirada dos tubos da centrifuga, o sobrenadante era desprezado e o
precipitado contendo os “pellets” com as fatias eram lavados com 2,0 mL de solucao (meio de
incubacéo 1). Toda essa etapa de centrifugacdo e lavagem era repetida trés vezes, para retirar

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

Ap6s a ultima centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado. O “pellet” com as fatias
eram colocados em 2,0 mL de meio de incubacéo e transferidos novamente para frascos de
vidro. As amostras eram, entéo, levadas ao banho com agitacdo (120 rpm) a temperatura de
37°C e pré-incubadas durante 5 minutos. Apds esse periodo, seguia-se o tempo de incubacéo.
Era nesta fase que as fatias entravam em contato com o anestésico e as drogas a serem
testadas. Vale destacar que, em situacdes especificas a serem mencionadas mais adiante, as
drogas eram colocadas minutos antes da adicao do anestésico. Em experimentos para testar a
influéncia de baixas temperaturas, parte das amostras foram levadas em banho com a
temperatura especificada (17°C), também nesta etapa. A durac@o da fase de incubagdo das
fatias foi obtida a partir de uma curva com diferentes tempos de incubacéo, conforme discutido

em outra segéo.

3.4.5 Administracdo e mensuragéo da concentracdo do sevoflurano

SolucgBes estoques saturadas com sevoflurano eram preparadas a cada experimento e
obtidas da seguinte maneira: 10 ml do meio de incubacédo foram equilibrados com o anestésico
estudados na forma liquida (100, 200, 400, 600, 800, ou 1600ul) a 37°C em frascos de vidro,
hermeticamente fechados por 30 minutos. Em seguida, utilizando-se uma seringa de vidro,
500ul da solugao estoque saturada com sevoflurano foram adicionadas aos frascos de vidro
contendo 2,0 mL de meio de incubagdo a 37°C apos 5 minutos de pré-incubacgdo. Apds a
administragdo do anestésico, os frascos foram, entdo hermeticamente fechados, agitados e
incubados por até 30 minutos. A saturacdo da solucdo estoque e a concentracdo aquosa do
sevoflurano e no meio de incubacédo ap6s 30 minutos foram confirmadas apds a extragdo com
n-heptano utilizando-se o principio da cromatografia gasosa (Rutledge e cols, 1963). Com
esse objetivo, utilizamos um cromatégrafo a gas Hewlett Packard Series 1lI-Modelo 5890
equipado com uma coluna capilar (HP1:SE-30;35 metros de comprimento; didmetro interno 20

mm; espessura de filme de 0,33 pm; temperatura maxima: 325°C), onde um microlitro da
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solucdo estoque ou do meio de incubacédo era introduzido diretamente através de um septo
(elastdmero). As condicdes de separacdo incluiam uma andlise cromatografica a temperatura
constante da coluna (30°C) e uma mistura de hidrogénio (fluxo:35, 350 e 30 ml /min,

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

3.4.6 Concentracao da radioatividade e do sobrenadante

Ap6s o periodo de incubacdo, os frascos eram novamente retirados do banho e o
material transferido em seguida para um tubo de centrifuga. Apés a centrifugagdo (3300g por 5
minutos, a 4°C), o sobrenadante era colocado em tubo de ensaio e 100pL desta solugéo era
transferido para um microtubo (eppendorf) contendo 1000uL de solugdo de Bray. A
radioatividade era contada no espectrofotdmetro de cintilacdo liquida durante 10 minutos. Em
estudos prévios, foi realizado uma cromatografia da fracdo do sobrenadante. Isso demosntrou
que aproximadamente 95% da radioatividade presente é [3H]—GABA (Goodchild 1973; Nicolato,
2002). O termo liberacdo de GABA foi utilizado para indicar a quantidade de [3H]—GABA
presente no sobrenadante apds a liberagdo pré-sinptica e que nédo foi captada pelo sistema de

captacao (neurdnio e glia).

3.4.7 Andlise estatistica 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 liberagdo de [3H]-GABA em
dpm/mg de tecido. Representa a média das amostras, feitas em duplicata, repetidas no minimo
trés vezes (em dias diferentes), + o erro padrdo da média (EPM) subtraido o valor do [3H]-
GABA liberada nos frascos mantidos em gelo. Na segunda forma, expressamos a
radioatividade do sobrenadante pelo delta (A) de liberagdo de [3H]-GABA. Representa a
liberacdo de [3H]-GABA em dpm/mg de tecido (conforme citado anteriormente) na presenca de
drogas (anestésicos ou outros agentes) subtraida da liberacdo de [3H]-GABA em dpm/mg de

tecido obtida nas condicdes controle definidas em cada experimento.
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Os resultados foram analisados por analise de variancia ANOVA ou pelo teste “t-
student”, quando indicado. O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O
programa de computador utilizado na elaboracao dos graficos, analise estatistica e calculo para

0 ECs, foi 0 GraphPad Prism Versao 4.
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4- Resultados
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4.1 Liberacdo de [3H]GABA em fatias de cortex cerebral de ratos induzida por

sevoflurano

Para investigar o efeito do sevoflurano na liberagdo de [*H]GABA em fatias de cortex

cerebral de ratos, essas fatias foram incubadas com diferentes concentra¢des do anestésico.

As fatias de cortex cerebral de ratos foram pré-incubadas por 5 minutos em meio de
incubacdo a 37°C e, subseqglentemente, estimuladas com concentracdes 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 liberacéo de [3H]—
GABA de uma maneira dependente da concentragdo do anestésico. Nota-se que, em relagédo
ao controle, o sevoflurano aumentou significativamente a liberacéo de [3H]-GABA (p< 0,05) em
todas as concentracdes utilizadas. O ECsq calculado (concentracdo efetiva capaz de obter 50%

da liberagdo méaxima) foi de 0,265 mM.

Apesar de observamos um efeito dose dependente, a curva tende a se estabilizar apés
a concentracdo de 0,230 mM (1198,67 + 33,57 dpm/mg de tecido). Dessa forma, selecionamos
a concentracéo de 0,11 mM de sevoflurano (liberacdo de 1016 + 43,3 dpm/mg de tecido), nos
experimentos subseqiientes, para investigar o mecanismo pelo qual o anestésico induziu
liberacdo de GABA. Considerando que no grupo controle houve liberagdo de 359,33 = 19,1
dpm/mg de tecido (dado néo representado no grafico), pode-se notar que na concentracao de
0,11 mM, o anestésico aumentou a liberagdo de [3H]GABA em 2,83 vezes em relagdo ao

controle.

29



2000+

-
a
o
<

Liberac&o de [*H] GABA
(dpm/mg de tecido)
o S
o o
d it

O 1 1 1 1 1
2.0 2.2 2.4 2.6 2.8 3.0

Sevoflurano log [uM]

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

cortex cerebral de ratos

Fatias de coértex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 5 minutos em meio de incubacdo a 37°C e, subseqientemente,
estimuladas com sevoflurano nas concentragfes de 0,058, 0,11, 0,23, 0,46, 0,93 mM,
durante 20 minutos. Os resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés

experimentos independentes realizados em duplicatas.
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4.2 Efeito do tempo de incubacéo do sevoflurano na liberacédo de [SH]GABA em fatias de

coértex cerebral de ratos

Para determinar a relacéo entre a liberacéo de [3H]GABA e o tempo de incubacdo das
fatias com o sevoflurano, as amostras foram incubadas com o anestésico por diferentes
periodos. As fatias de cdrtex cerebral de ratos foram pré-incubadas por 5 minutos em meio de
incubacéao e, subseqiientemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 5, 10, 20, e
45 minutos a 37°C. A Figura 03 mostra que a liberacdo de [’H]JGABA induzida pelo sevoflurano

€ diretamente proporcional ao tempo de incubagéo.

A curva de liberacao foi crescente, com tendéncia um platd em torno de 45 minutos. O
tempo de incubacéo escolhido para ser utilizado nos proximos experimentos foi de 20 minutos,
que se encontra na fase de ascensdo rapida da curva obtida. Nesse tempo, a média de
liberacdo de [3H]GABA induzida pelo anestésico foi de 1433,33 * 76 dpm/mg de tecido,
enquanto no grupo controle houve liberacdo média de 473,33 £ 13 dpm/mg de tecido. Isso
mostra que o sevoflurano aumentou em 3,02 vezes a liberacdo de [3H]GABA em relagédo ao

controle.

Importante notar que nesta etapa de experimentos a média de liberacdo de GABA foi
maior do que observada nos experimentos da curva de concentragdo. Entretanto, a propor¢éo
de liberagdo néo sofreu alteracdo significatica (2,83 X 3,02). Isso pode ser considerado uma

caracteristica do método usado para contagem da radioatividade.
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Figura 03: Curva de tempo de incubacdo do sevoflurano na liberacdo de

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

Fatias de cortex cerebral de ratos (40mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 5 minutos em meio de incubacdo a 37°C e, subseqientemente,
estimuladas ou ndo com sevoflurano (0,11 mM) durante 5, 10, 20, e 45 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes

realizados em duplicatas.
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4.3 Participacdo dos canais de Na® sensiveis & TTX na liberagéo de [3H]GABA induzida

pelo sevoflurano em fatias de cortex cerebral de ratos

A exocitose é deflagrada primariamente pelo influxo de Na* para o meio intracelular.
Essa onda de despolarizagdo vai provocar alteracdo no potencial de acdo da membrana,
ativando a cascata de eventos que resultara na liberacdo dos neurotrasmissores armazenados
em vesiculas. Assim, a liberacdo de GABA induzida pelo anestésicos poderia estar relacionada

com alteracdes na entrada desse ion através de canais sensiveis a voltagem.

Para investigar esta hipotese, utilizou-se a tetrodotoxina (TTX), potente inibidor de
canais para Na* sensiveis a voltagem, que blogueia a gerac&o e a propagagéo do potencial de

acao em tecidos excitaveis (Moore; Narahashi, 1967).

As fatias de cértex cerebral foram pré-incubadas por 15 minutos em meio de incubacéo
na presenc¢a ou auséncia de TTX (1 uM) e, subseqiientemente, estimuladas com sevoflurano
(0,11 mM) durante 20 minutos. A Figura 04 mostra que a liberacdo de [SH]GABA induzida pelo
anestésico sevoflurano ndo foi afetada pela TTX (p>0,05), sugerindo que a resposta do

anestésico é independente da despolarizagdo de membrana.
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Figura 04: Efeito da TTX na liberacdo de [°H]GABA induzida por sevoflurano em

fatias de cortex cerebral de ratos

Fatias de coértex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 15 minutos na presenca ou auséncia de TTX (1 uM) e,
subsequentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos individuais

realizados em duplicatas.

* estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05)
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4.4 Envolvimento do Ca®* extracelular na liberacdo de [3H]GABA em fatias de cortex

cerebral de ratos

O influxo de Ca®" através de Ca,s deflagra a exocitose com consequente liberagdo do
neurotransmissor (Katz; Miledi, 1967; revisto por Neher, 1998). Assim, para avaliar a
participacdo do Ca** extracelular na liberacdo de [*H]JGABA induzida pelo sevoflurano (0,11
mM), as fatias de coértex cerebral de ratos foram incubadas em meio contendo EGTA, um

quelante de Ca** extracelular.

Nesses experimentos, as fatias de coértex cerebral foram colocadas em meio de
incubagdo com ou sem CaCl,. Quando ndo se colocava ca® no meio de incubacgéo, era
adicionado EGTA (2,0mM). As fatias eram pré-incubadas durante 15 minutos, ap6s o qual as

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

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

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

fatias de cortex cerebral de ratos

Fatias de cortex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 15 minutos na presenca ou auséncia de EGTA (2,0mM) e,
subsequientemente, estimuladas com sevoflurano (0,11mM) durante 20 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos individuais

realizados em duplicatas.

* estatisticamente diferente do grupo controle (p<0,05)
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4.5 Envolvimento do Ca®*intracelular na liberacdo de [3H]GABA induzida por sevoflurano

Ha evidéncias de que a exocitose pode ser desencadeada pelo ca” proveniente dos
estoques intracelulares (Tse e cols., 1997; Berridge, 1998). Assim, para avaliarmos a
participacdo do ca® intracelular na liberacdo de [3H]GABA induzida pelo anestésico, foi
utilizado o BAPTA-AM (50 uM), um quelante de Ca** intracelular (Adler e cols, 1991). Nesses
experimentos as fatias de cértex cerebral de ratos foram pré-incubadas em meio de incubagéo
por 30 minutos na presenca ou auséncia de BAPTA-AM (50 pM) e, subsequentemente,
estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. O BAPTA era colocado apenas

em meio de incubacgdo sem ca®.

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

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

sevoflurano em fatias de cortex cerebral de ratos

Fatias de cortex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 30 minutos na presenca ou auséncia de BAPTA-AM (50 pM) e,
subsequientemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos individuais

realizados em duplicatas.

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

baixas temperaturas

Além da fungéo de recaptar o GABA liberado na fenda sinaptica, interrompendo assim
a acao deste sobre seus receptores, o0 GAT pode também operar de modo reverso e, assim,
aumentar a liberacdo do neurotransmissor (Wu et al., 2007). Essa liberacdo mediada pelo
transportador é Ca** independente e parece estar envolvida ndo sé em condicdes patoldgicas,

mas também fisiolégicas (Gaspary et al, 1998).

Em 1999, Vizi e Sperlagh mostraram que condi¢cbes de temperaturas baixas (12-17°C)
sdo uma ferramenta confiavel para separar a exocitose da liberagdo mediada pelo
transportador transmembrana. Nessas condi¢bes, a liberagdo vesicular ndo é afetada,

enquanto o funcionamento do carreador € inibido.

Baseado nisso, as fatias de coértex cerebral foram pré-incubadas por 5 minutos em
meio de incubacdo a 37°C ou 12°C, e subsequentemente, estimuladas com sevoflurano

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

Os resultados, mostrados na figura 07, mostram que a liberacéo de [3H]GABA induzida
por sevoflurano em fatias de cértex cerebral de ratos em meio de incubagdo a 17 °C foi

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

cerebral de ratos em baixa temperatura (17 °C)

Fatias de cortex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 5 minutos em meio de incubacdo a 37°C ou 17 °C, e
subsequentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos, em
meio com as respectivas temperaturas. Os resultados expressam a média + EPM de

pelo menos trés experimentos individuais realizados em duplicatas.

Os resultados foram obtidos pelo A da liberagdo de [3H]JGABA que corresponde a

seguinte relagéo:
sevoflurano 37°C - controle 37°C
sevoflurano 17°C - controle 17°C

* estatisticamente diferente do sevoflurano 37°C.
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4.7 Liberacdo de [3H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de cortex cerebral de

ratos na presenca de SKF 89976A

Adicionalmente, para avaliar o envolvimento do GAT na liberacdo de induzida pelo
sevoflurano, foi utilizado outra estratégia farmacolégica: o blogueio direto do transportador por

seu inibidor.

Como citado anteriormente, o0 GAT-1 é o transportador de GABA considerado neur6nio
especifico, localizado no terminal pré sinaptico dos neurdnios de ratos e humanos.
(Nelson,1998). Na ultima década, foi desenvolvido um inibidor especifico e potente do GAT-1,

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

Nesses experimentos, as fatias de cértex cerebral foram pré-incubadas por 20 minutos
em meio de incubagdo na presenca ou auséncia de SKF 89976A (40uM) e, subsequentemente,

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

Os resultados, representados na figura 08, mostram que a liberacdo de [3H]GABA
induzida por sevoflurano em fatias de cdrtex cerebral de ratos foi reduzida em 57,22% na

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

[SH]GABA induzida por sevoflurano em fatias de cértex cerebral de ratos

Fatias de cértex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]JGABA foram pré-
incubadas por 20 minutos na presenca ou auséncia de SKF 89976A (40uM) e,
subsequientemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos individuais
realizados em duplicatas. Os resultados foram obtidos pelo A da liberagdo de

[3H]GABA, que corresponde a seguinte relagéo:
- sevoflurano - controle
- (sevoflurano + SKF 89976A) - SKF 89976A

* Estatisticamente diferente do sevoflurano.
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4.8 Envolvimento das células da glia na liberagdo de [BH]GABA em fatias de cortex

cerebral de rato

Como a técnica de fatias preserva as conexdes do terminal nervoso com 0s corpo
neuronal, com os neurdnios ao redor e as células da glia, esta técnica permite também estudar
0 envolvimento das células da glia na liberacdo do GABA, visto que também apresentam a
maquinaria para sintese, liberacéo, transporte e catabolismo deste neurotrasmissor (Angulo et
al.,2008; Hemmings, 2009). Os transportadores expressos ha membrana das células da glia

séo 0 GAT-2 e GAT-3, inibidos pela B-alanina (Borden et al.,1995).

Dessa forma, as fatias de cortex cerebral foram pré-incubadas por 30 minutos em meio
de incubagdo na presenga ou auséncia de B-alanina e, subsequentemente, estimuladas com

sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos.

Os resultados, expressos na figura 09, mostram que a liberacdo de [3H]GABA induzida
por sevoflurano em fatias de coértex cerebral de ratos nado foi alterada na presenca do inibidor

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

[*H]GABA induzida por sevoflurano em fatias de cértex cerebral de ratos

Fatias de coértex cerebral de ratos (40 mg) marcadas com [3H]GABA foram pré-
incubadas por 30 minutos na presenca ou auséncia de B-alanina (3,0 mM) e,
subsequentemente, estimuladas com sevoflurano (0,11 mM) durante 20 minutos. Os
resultados expressam a média + EPM de pelo menos trés experimentos individuais
realizados em duplicatas. Os resultados foram obtidos pelo A da liberacdo de

[3H]GABA, gue corresponde a seguinte relacao:
- sevoflurano - controle
- (sevoflurano + B-alanina) - B-alanina

p>0,05.
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5 - Discussao e conclusdes
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Muitos estudos tém sido publicados tentando esclarecer os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na acdo dos anestésicos inalatérios. Sabe-se que esses agentes
atuam primariamente em sinapses e parece nao afetar a conducdo axonal (Griffths; Norman,
1993). Classicamente, envolve a potencializagdo da neurotransmissdo inibitoria,
marcadamente as sinapses GABAérgicas, e depressdo da neurotransmissdo excitatoria

(Hemmings, 2009).

O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC de mamiferos, presente
principalmente em interneurénios, modulando a atividade de outras vias de neurotrasmisséo,
como as vias glutamatérgicas. Varios drogas de importante aplicacdo clinica tem sua agéo
priméria na neurotransmissdo GABAérgica, que também esta envolvida na fisiopatologia de

diversas doencgas neuropsiquiatricas, como citado previamente.

Dos vérios alvos até entdo identificados, os receptores pés-sinapticos emergem como
importante sitio de a¢do dos anestésicos no sistema GABAérgico. J& foi demonstrado que o
receptor GABA-A sofre acdo modulatéria desses agentes, que podem, inclusive, ativar
diretamente o receptor, mesmo sem a participacdo do GABA (Orser; Canning; MacDonald,
1998). Possivelmente, 0 GABA-A possui um sitio de interagdo alostérica com o anestésico, até

entdo néo identificado (McCraken et al., 2010).

Assim como observado com outros neurotransmissores, 0s anestésicos inalatorios
também pode exercer efeitos pré-sinapticos, alterando a liberacdo de GABA (Murugaiah;
Hemmings, 1998; Bank; Pearce, 1999). E, para exercerem esse efeito, existem varios alvos

potenciais, que ainda estao sob investigacéo.

O presente estudo emerge deste contexto, tentando contribuir com o conhecimento do
efeito dos anestésicos na liberagdo de neurotransmissores através de mecanismos pré
sinapticos. Foi investigado o efeito do anestésico inalatdrio sevoflurano, amplamente utilizado

nos procedimentos cirlrgicos, na liberacdo de [H]JGABA em fatias de cértex cerebral de ratos.

A técnica de fatias tem sido utilizada em diversos estudos, com particularidades que
merecem ser destacadas. Nesta técnica, sdo preservadas as interagfes do terminal nervoso

com os outros neurdnios dispostos ao redor deste, inclusive conexdes com outros sistemas de
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neurotransmissores. Também sao preservadas a integridade do neurbnio, mantendo as
conexdes 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
funcdo mais ativa no SNC além do papel de sustentagdo dos neurdnios, tradicionalmente
reconhecido (Angulo et al. 2008). Particularmente, essas células possuem a maquinaria de
sintese, armazenamento, liberagéo, transporte e catabolismo do GABA. (Koch & Magnusson,

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

Inicialmente, as fatias foram estimuladas com sevoflurano em diferentes concentracdes
(0,058, 0,11, 0,23, 0,46 e 0,93 mM). Os dados mostram que h&d aumento da liberacdo de
[BH]GABA de forma dose-dependente (Figura 02) . Além disso, parece ser atingido um platd
apés uma determinada concentracdo do anestésico (0,23 mM). Importante destacar que a
concentracdo de 0,11 mM, utilizada nos proximos experimentos, contribui para validagdo do
nosso trabalho. Se fossem testadas altas concentracdes dos anestésicos — bem maiores
daquelas usadas na pratica — poderiam ter sido recrutados alvos de acdo que ndo estariam

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

Outro ponto importante a ser destacado € que, nos experimentos realizados nesse
trabalho, as amostras contendo as fatias, além de serem hermeticamente fechadas, foram
estimuladas usando solugdo aquosa de sevoflurano, cuja concentracdo apresenta menor
dependéncia da temperatura do meio em relagdo ao anestésico em sua forma gasosa (Franks;

Lieb,1994).

O aumento da liberacdo de [3H]GABA € também dependente do tempo de incubacao
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 dé a varia¢éo da
liberacdo do neurotrasmissor dentro desses intervalos. Entretanto, a metodologia utilizada
limita-se apenas a quantificar o [3H]GABA que permanece no meio extracelular ao final de cada

tempo estipulado.

Apbs verificar que o sevoflurano induz a liberacdo de [°H]JGABA em fatias de cortex

cerebral de ratos proporcionalmente a concentragdo e ao tempo de incubagdo com o agente, 0
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que é compativel com estudos divulgados previamente por outros autores, foram utilizados

estratégias farmacoldgicas para tentar avaliar os mecanismos moleculares envolvidos.

A exocitose é considerada o mecanismo classico de liberacdo dos neurotrasmissores.
E uma forma de liberagdo dependente do aumento dos niveis citoplasmatico do ca™, que
podem se originar do meio externo, pela entrada do ion através de seus canais dependentes
de voltagem, ou mesmo do meio interno, a partir de seus estoques intracelulares localizados
em organelas como o reticulo sarcoplasmatico, mitocondria e reticulo nucleoplasmatico.

(Berridge, 1998).

Outro fon primariamente envolvido na neurotransmissdo é o Na'. Sua entrada através
de seus canais sensiveis a voltagem (Na,) leva a despolarizacdo e a abertura dos Ca,s, com
consequente liberacdo vesicular de neurotransmissores (Jackson & Strange, 1995).
Experimentos utilizando técnicas de eletrofisiologia indicam que os Na, sdo alvos de acdo dos
anestésicos volateis (Rehberg et al., 1996; Ratnakumari et al.,1998). No entanto, esse alvo
parece ndo estar envolvido na a¢éo no sevoflurano na liberagdo de GABA. Nossos resultados
(Figura 04) mostram que a liberagdo de GABA induzida pelo sevoflurano néo foi alterada pela
presenca do TTX, um bloqueador potente dos canais para Na', sugerindo que a liberacéo

desse neurotransmissor induzida pelo anestésico é independente da despolarizacdo de

membrana.

Resultados semelhantes também foram obtidos por outros autores. Keita e
colaboradores (1999) demonstraram que o halotano e o isoflurano aumentam a liberacédo de
dopamina em fatias de corpo estriado pré-tratadas com TTX. Em 2007, Silva e cols mostraram
que a liberacdo de dopamina em fatias de cértex de rato induzida por sevoflurano ndo é

alterada pela droga.

Muitos estudos ja mostraram que os Ca,s sdo um possivel alvo molecular para agao
dos anestésicos na liberacdo de neurotransmissores. Em 1998, Xu e cols demonstraram que
concentracdes clinicamente relevantes do halotano ou isoflurano inibem os Ca, 2.2. Yamakage
e colaboradores (1995) também demonstraram que esses anestésicos volateis podem deprimir
as correntes dos canais de Ca* operados por voltagem e, consequentemente, inibir a

transmissao sinaptica. Por outro lado, Hall; Lieb; Franks (1994), investigando o efeito de varios
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anestésicos inalatérios e intravenosos em células de purkinje do cerebelo, observaram que os

Ca,2.1 sado insensiveis a varios anestésicos gerais.

Nossos achados mostram que a liberacdo de [3H]GABA induzida pelo anestésico néo
foi alterada na presenca do EGTA, um quelante do Ca® extracelular (Figura 05). Essa
liberacdo independente do Ca®* externo indica que os Ca,s ndo estdo envolvidos na acdo
desses agentes na liberacdo de [°H]JGABA em fatias de cortex cerebral de ratos. Dados
semelhantes foram mostrados em estudos que investigaram o efeito de anestésicos na
liberagdo de acetilcolina, dopamina e serotonina, que também ndo mostraram participacéo do
ca®* extracelular (Gomez et al., 1999, 2000; Silva et al., 2005. Silva et al., 2007; Silva et al.

2008).

O aumento da concentragdo citosdlica de ca”, a partir de seus estoques
intracelulares, € outro mecanismo que pode exercer um papel importante na regulagdo da
liberagdo de hormonios e neurotransmissores. Dessa forma, constituem potenciais alvo de
acdo dos anestésicos. De fato, varios trabalhos j& mostraram que os anestésicos inalatérios
estimulam a liberacao deste ion a partir desses estoques intracelulares. H4 estudos em varios
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 fendtipo colinérgico (Gomez e cols., 2001; Pinheiro e cols., 2006).
Além disso, ja foi observado que, em fatias de cortex cerebral de ratos, o0 aumento da liberacao
de acetilcolina induzida pelo sevoflurano, halotano e isoflurano pode ser devido ao aumento da

[Ca2+]i via estoques intracelulares (Gomez e cols., 1999, 2000; Silva e cols., 2005).

Sendo assim, para avaliar se o alvo molecular de agdo do sevoflurano no aumento de
[3H]GABA envolveria o Ca?* liberado a partir de estoques intracelulares, utilizamos o quelante
do calcio intracelular, o BAPTA-AM (Adler e cols, 1991). Nossos resultados (Figura 06),
mostram que a liberagdo de GABA induzida pelo anestésico ndo foi afetada pelo quelante,
sugerindo que essa liberacao, diferente da acetilcolina, € independente do calcio proveniente

de seus estoques intracelulares.

Os resultados até entdo apresentados indicam que a liberagdo de GABA induzida por

sevoflurano em fatias de coértex cerebral de ratos é independente de Ca”" e dos canais de Na"*
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sensiveis a voltagem. Isso sugere que a liberacdo ndo depende da despolarizacdo da
membrana e também ndo envolve os mecanismos de exocitose. Dessa forma, uma
possibilidade é que o0 GABA estaria sendo liberado pela via ndo-vesicular, célcio-independente,

que envolve o transportador transmembrana de GABA.

Nos Ultimos anos, o papel do transportador de GABA na liberacdo desse
neurotrasmissor tem ganhado destaque. A liberacdo de GABA pelo transporte reverso pode
limitar o dano celular causado pela exacerbacdo da neurotransmissdo excitatéria, fendmeno
envolvido na isquemia neuronal (Attwell; Barbour; Szatkowski, 1993, Wu; Wang; Richerson,
2001). Alguns farmacos, inclusive com grande importancia clinica, parecem interferir na
liberagdo de GABA por meio dessa via. Por exemplo, o aumento da liberagcdo de GABA com o
uso do anticonvulsivante vigabatrina, um inibidor da enzima GABA-T, pode estar associado a
reversdo desse transporte. Ao inibir sua degradacao, ocorre acumulo do neurotransmissor no
citoplasma. Esse conseqliente aumento da concentracdo citosdlica de GABA predispde 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 liberacdo de GABA
induzida pelo sevoflurano, utilizando duas diferentes estratégias. Uma envolve o bloqueio
farmacolégico do transportador, através dos antagonistas jA descritos. A outra estratégia

baseia-se nas caracteristicas termodinamicas do GAT.

Ha evidéncias mostrando de que, em baixas temperaturas (12-17°C), somente o
mecanismo exocitético de liberacdo esta operando, enquanto a liberagdo e a captacédo via
transportador de membrana esté inibida. Essa variacdo de temperatura demonstrou-se ser uma
ferramenta confidvel para diferenciar a liberacdo exocitética da liberacdo mediada pelo

carreador (Vizi, 1998).

A liberagdo 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 plasmatica em
baixas temperaturas sé@o alteradas e a rigidez da membrana estd aumentada, dificultando a

eficacia da liberagdo de neurotransmissores citoplasmaticos.
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Dessa forma, foi avaliado a liberacdo de [°HJGABA induzida pelo sevoflurano em
condicdes de baixa temperatura do meio de incubacédo. Os achados (figura 07) mostram que
essa liberacdo foi inibida em 82,17%, de forma estatisticamente significativa (p<0,05),

comparada a liberagdo ocorrida a 37°C.

Em 2007, nosso grupo de pesquisa publicou trabalhos mostrando que a liberacdo de
dopamina induzida pelo sevoflurano e halotano era calcio-independente, e também foi inibida
em condicbes de baixas temperaturas, sugerindo o envolvimento do transportador da

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

Para confirmar a participacdo do GAT na liberacdo de GABA induzida sevoflurano, as
fatias foram pré-incubadas na presenca de SKF 89976A, inibidor do GAT-1, um subtipo de
transportador de membrana considerado neurdénio especifico (Krause & Schwarz, 2005). Na
presenca dessa droga, observou-se uma significativa inibicdo na liberagdo de GABA induzida
pelo sevoflurano (Figura 08), de aproximadamente 57,22%. O fato dessa inibigdo n&o ter sido
maior pode sugerir o envolvimento do transportador BGT-1, que, apesar da menor importancia,
também pode ser expresso no SNC (Nelson, 1998). Entretanto, os inibidores do GAT até entao
conhecidos tem especificidade e efeito inibidor pequeno sobre esse subtipo de transportador,

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

Para excluir o envolvimento das células da glia como alvo de ag¢éo do sevoflurano na
liberacdo de GABA em fatias de cortex de rato, foi usado a B-alanina, um inibidor especifico
dos transportadores gliocitarios GAT-2 e GAT-3. A figura 09 mostra que a liberagdo de GABA

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

A andlise conjunta desses resultados sugere o envolvimento do transportador de
GABA, presente na membrana dos neurbénios, como alvo de acdo do sevoflurano no aumento
do neurotransmissor. Entretanto, por limitagbes técnicas, ainda ndo estd esclarecido se ha
atuacdo direta do anestésico sobre o transportador. Wu; Wang; Richerson (2001) mostraram
que essa liberacdo por transporte reverso pode ocorrer quando ha aumento dos niveis
citoplasmaticos de GABA, Na' ou até mesmo CI’, ou, de forma analoga, quando ha reducéo da

concentragdes extracelulares dessas substancias. Como ha varias formas indiretas de
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aumento desse transporte reverso, nao investigadas nesse trabalho, faz-se necessario mais

estudos para esclarecer os mecanismos envolvidos.

Entéo, conclui-se que o sevoflurano aumenta a liberacéo de [3H]GABA em fatias de
coértex cerebral de ratos, de forma dose dependente, com relacdo direta ao tempo de
incubacdo, sem envolvimento da exocitose, mas com participacdo do transportador presente

na membrana neuronal.

Essa conclusédo segue a maioria dos trés principios apontados por Franks (2006) para
identificacdo de mecanismos moleculares e celulares relevantes envolvidos na anestesia geral.
O primeiro € a plausibilidade. De fato, a liberacdo de GABA, seja por exocitose ou ndo, é um
evento compativel com as linhas de investigacdo até entdo desenvolvidas. O efeito encontrado
corresponde a uma concentracdo do anestésico que ndo € considerada alta, conforme ja
discutido, o que preenche o0 segundo critério. O terceiro critério, que corresponde a
demonstracdo de diferentes poténcias entre os esteroisdbmeros do anestésico sobre o alvo

molecular em investigacao, néo foi testado por limitag6es técnicas do presente estudo.
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