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Resumo

Os anestésicos gerais sdo amplamente utilizados para induzir a anestesia geral, mas os
mecanismos moleculares de acdo deste agentes permanecem indeterminados. O propofol € um
anestésico intravenoso utilizado para a induc¢do, manutengdo da anestesia e para sedacdo em
unidades de tratamento intensivo. Esse agente é capaz de modificar a transmissdo sindptica,
alterando a liberacdo de neurotransmissores pré-sinapticamente e também modulando a resposta
na regido pos-sindptica. Dentre os efeitos gerados por esse agente destacam-se a imobilidade, a
inconsciéncia e a amnésia. A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor excitatorio, comumente
presente no cérebro de mamiferos, envolvido na regulagdo da consciéncia, da memoria, dos
processos cognitivos e do sono. O hipocampo € uma regido cerebral envolvida com a formacdo
da memdria, aprendizagem e com as emogdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
propofol na liberacdo de ACh evocada por veratridina, uma toxina capaz manter os canais de
sodio sensiveis a voltagem abertos, e KCI, um agente despolarizante capaz de ocasionar o
influxo de célcio, em sinaptosomas de hipocampo de ratos. Os sinaptosomas foram incubados
com [meti1-3H] cloreto de colina, confinados em uma camara de perfusio e, posteriormente as
amostras radioativas por eles liberadas foram quantificadas através do uso de um cintilador. O
propofol reduziu a liberagio espontinea e a evocada de [*H]-ACh e esse resultado sugere que o
efeito do propofol na neurotransmissdo colinérgica pode justificar o efeito fisiolégico de
amnésia caracteristico desse agente. Mediante o estimulo com veratridina demonstramos que o
mecanismo de acdo do propofol envolve a participagdo dos canais de sédio sensiveis a
voltagem, mas nio foi possivel descartar a participacdo dos fons Ca** extra e intracelular neste
processo e mediante estimulo com KCI foi possivel demonstrar que o mecanismo de a¢do do

propofol independe dos fons Ca** extracelular mas depende dos fons Ca* intracelular.
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Abstract

General anesthetics are widely used to induce general anesthesia but their molecular
mechanisms of action remain undetermined. Propofol is an intravenous anesthetic commonly
used for induction and maintenance of anesthesia and for sedation in the intensive care. This
agent is capable of modifying synaptic transmission by altering the release of neurotransmitters
in the presynaptic region and also modulating the response in the postsynaptic region. Among
the effects caused by this agent the most commons are immobility, unconsciousness and
amnesia. Acetylcholine (ACh) is a common distributed excitatory neurotransmitter in
mammal’s brain that is involved in the regulation of consciousness, awakening, cognitive
functions, memory and sleep disorders. The hippocampus is a brain region involved in memory
formation, learning and emotions.

In the present study we investigated the effect of propofol on ACh release induced by
veratridine, a voltage-dependent Na" channel opening agent, and induced by KCl, a depolarizing
agent capable of inducing calcium influx, in rat hippocampus synaptosomes and try to unravel
the mechanisms of presynaptic action of this agent. The synaptosomes were incubated with
[methyl-"H] choline chloride and subsequently confined in a perfusion chamber. The radioactive
samples released were counted in a liquid scintillator. Propofol reduced spontaneous and evoked
release of [’H] ACh and this result suggests that propofol effects on cholinergic transmission
may be the reason that explains the physiological effect of amnesia characteristic of this agent.
Upon stimulation with veratridine was possible to demonstrated that the mechanism of action of
propofol involves the participation of voltage sensitive sodium channels, but wasn’t possible to
rule out the involvement of extracellular and intracellular Ca>* in this process. Upon stimulation
with KCI1 was possible to demonstrate that the mechanism of action of propofol is independent

of extracellular Ca®* and depends on intracellular Ca®*.
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I. Introducao



1.0 Anestésicos

A histéria da anestesia se inicia em 1846, quando o dentista Willian T.G. Morton
demonstrou publicamente o efeito promissor dos anestésicos ao submeter o paciente Edward
Gilbert Abbott a uma cirurgia para a retirada de um tumor na glandula submaxilar e na lingua.
Apés a inalagdo de éter por alguns minutos, o paciente permaneceu inconsciente e nio
apresentou sinais de dor, nem sequer reflexos motores embora estivesse vivo e respirando.
Desde este dia a técnica de Morton propiciou um rapido desenvolvimento na cirurgia moderna e
tornou-se uma das descobertas mais revoluciondrias da medicina, de forma que atualmente mais

de 17 milhdes de pacientes nos Estados Unidos da América s@o submetidos a anestesia

anualmente (Antkowian, 2001).

Os anestésicos gerais sdo caracterizados, clinicamente, por causarem amnésia,
analgesia, inconsciéncia e imobilidade aos estimulos nociceptivos (Antognini, Carstens, 2002;
Hemmings et al 2005). Sdo divididos em dois grupos, conforme sua via de administragdo:
inalatérios e intravenosos. Os anestésicos inalatérios geralmente sdo utilizados para a
manutencdo da anestesia enquanto os anestésicos intravenosos sdo empregados para induzir a

anestesia.

1.1 Anestésicos gerais

Os anestésicos gerais foram utilizados, pioneiramente, hd mais de 150 anos e até os dias
de hoje, o mecanismo de acdo desses agentes permanece obscuro. A dificuldade de
determinagdo dos alvos potenciais desses agentes reside na multiplicidade de efeitos que os
mesmos s3o capazes de gerar nos pacientes, uma vez que cada efeito anestésico envolve a
participacdo de diferentes regides cerebrais e, consequentemente, distintos alvos celulares e

moleculares (Hemmings et al 2005).

A amnésia ocasionada pelo uso de anestésicos gerais presumivelmente
envolve circuitos do hipocampo, amigdala, cértex entorrinal e cértex perirrinal, todos os quais
sdo implicados na aprendizagem e memoéria (Hemmings et al 2005). O efeito da inconsciéncia
relaciona-se ao tdlamo, ao cortex e ao tronco cerebral (Sonner et al 2003), enquanto que a
imobilidade aparentemente estd envolvida com a depressd@o de vias reflexas na medula espinhal
como conseqiiéncia da supressdo de mecanismos excitatérios ou da potencializacdo de

mecanismos inibitorios ( Sonner et al 2003). Ja a analgesia estd relacionada a atuacdo dos

anestésicos no circuito da dor.

Além desses efeitos, os anestésicos gerais produzem consideraveis efeitos colaterais,

sendo os principais, a depressao cardiovascular e respiratoria, fraqueza, excitagdo e sonoléncia.
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1.2 Mecanismos de A¢ao dos Anestésicos gerais

Apds a descoberta dos anestésicos, iniciaram-se as tentativas para explicar os
mecanismos moleculares de acdo dos mesmos. Pioneiramente, em 1901, Meyer e Overton
propuseram a hipétese lipidica, baseada na observagdo de que a poténcia dos anestésicos gerais
¢ diretamente proporcional a solubilidade lipidica. Como os anestésicos eram moléculas
pequenas que ndo possuiam uma estrutura quimica similar, ou seja, uma relagdo estrutura
atividade, Meyer e Overton concluiram que a solubilidade lipidica, ao invés da estrutura
quimica determinava o efeito anestésico. Dessa forma, apenas o nimero de moléculas
anestésicas e ndo a estrutura quimica das mesmas era relevante para causar o efeito. Para
explicar essa hipdtese, Meyer prop0s que as moléculas anestésicas sao dissolvidas na membrana
celular causando mudangas criticas nas propriedades fisico-quimicas da estrutura lipidica.
Assim, inicialmente acreditou-se que os anestésicos atuavam nas membranas bioldgicas de

maneira ndo — especifica (Antkowian, 2001).

Entretanto, apesar da boa aceitagdo naquela época, a hipétese lipidica ndo explicava
observagdes diversas que comegaram a ser feitas. Dentre elas, o fendmeno da interrupg¢do, que
consistia na perda da atividade anestésica quando um determinado comprimento da cadeia de
hidrocarboneto do anestésico fosse atingido, embora a solubilidade lipidica continuasse a
aumentar. Posteriormente a descoberta de que estereoisomeros de compostos anestésicos, que
sdo igualmente soliiveis em lipideos, podem ser diferentemente efetivos em causar a anestesia
também se contrapds a teoria de que a bicamada lipidica da membrana plasmatica seja o local
de acdo para os anestésicos (Franks, Lieb 1991; Tomlin et al 1998). Isdmeros Opticos do
isoflurano foram testados em camundongos e foi observado que o isdmero S (+) foi 50% mais
potente que o isomero R (-) (Harris, Moody, Skolnick, 1992; Franks et al 1998). Cabe ressaltar
que a hipdtese lipidica abrangia em sua explicagdo apenas os mecanismos de acdo dos
anestésicos gerais voldteis e excluia os anestésicos gerais intravenosos, sendo, portanto,

incompleta.

Em 1984, Franks e Lieb realizaram um experimento cujos resultados sugeriram, pela
primeira vez, que os anestésicos gerais poderiam interagir com as proteinas. Foi demonstrado
que a proteina luciferase do pirilampo (conhecido popularmente como vaga-lume) era modulada
por diversos anestésicos. Estes autores comprovaram que os anestésicos gerais, tanto inalatérios
quanto intravenosos, eram capazes de inibir a atividade emissora de luz dessa proteina ao se

ligarem a um dominio hidrofébico da enzima.

Tal achado foi amplamente aceito pela comunidade cientifica concebendo-se a Hipdtese
protéica. Sendo os canais idnicos proteinas presentes nas membranas celulares que estdo
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claramente envolvidos com a neurotransmissio, os mesmos t€m sido considerados os principais

alvos de acdo dos anestésicos no sistema nervoso de mamiferos (SN).

Os canais i0nicos diferem-se tanto na seletividade para fons como no mecanismo de
abertura. E cada vez mais evidente que a maioria dos anestésicos gerais afeta um grande nimero
de diferentes canais i6nicos (Antkowiak, 2001). Os canais idnicos se subdividem em diversos
tipos, no entanto, dentre todos destacam-se os canais operados por voltagem, em que o
mecanismo de abertura do canal € controlado pela variacdo de voltagem e os canais operados
por ligante, onde apés a ligagdo de uma molécula especifica a um rerrceptor associado a um
canal idnico o mesmo se abre.

Os canais idnicos operados por ligantes parecem desempenhar um papel importante na
anestesia. Os receptores ionotrépicos como o de dcido y-aminobutirico do tipo A (GABA,), o
receptor nicotinico da ACh (AChn) e o receptor de glutamato sdo considerados sitios de acdo
dos anestésicos gerais (Campagna, Miller, Forman 2003). Da mesma forma os canais idnicos
voltagem dependentes como os de Na* (CSSV), os de K* (CKSV), os de Ca** (CCSV) e os
canais hiperpolarizados ativados por ligacdo de um nucleotidio ciclico também sfo potenciais

alvos da grande maioria dos anestésicos gerais (Hemmings et al 2005).

O receptor GABA, € considerado um alvo importante para a acdo dos anestésicos
(Zimmerman, Jones, Harrison, 1994). Existem evidéncias de que as agdes dos anestésicos no
receptor GABA estejam envolvidas na hipnose, imobilidade e amnésia, enquanto seu papel em
produzir analgesia € incerto (Collins, Kending, Mason, 1995; McGaugh, Izquierdo, 2000). Os
anestésicos gerais agem como moduladores alostéricos positivos ou negativos dos canais
ionicos acoplados a ligantes. A maioria dos anestésicos inalatérios, incluindo todos os
anestésicos volateis do grupo do éter (como o isoflurano, o sevoflurano, o desflurano e o
enflurano), alguns dos alcanos (como o halotano) assim como os barbitdricos, o propofol e
agentes esterdides aumentam a fung@o do receptor GABA,, devido a um aumento no tempo de
abertura do canal, ou seja, hiperpolarizam a célula, ao aumentar o influxo de CI’, favorecendo a

neurotransmissdo inibitéria (Hemmings et al 2005, revisto por Franks, Lieb,1994).

Os estudos realizados no intuito de se investigar a acdo dos anestésicos gerais nos
receptores de AChn té€m revelado que a ativag@o destes receptores € inibida por anestésicos
volateis em concentragdes subanestésicas (Violet et al 1997; Flood, Role, 1998; Raines,
Claycomb; Forman, 2002; Raines, Claycomb, Forman; 2003). Um estudo realizado com o peixe
torpedo demonstrou que os anestésicos voldteis alteram a afinidade de agonistas pelo receptor
nicotinico (Firestone et al 1986). Rada e colaboradores (2003) também mostraram que o

sevoflurano e o isoflurano reduzem a afinidade de ligacdo de agonista dos receptores de AChn
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no cérebro. O bloqueio destes receptores pode deprimir a neurotransmissdo através de uma
inibicdo direta dos canais de cation ou pela supressio indireta da liberacdo de
neurotransmissores a partir do terminal pré-sindptico (Arias; Blanton; 2002). Da mesma forma,
os anestésicos intravenosos, em concentragdes clinicas relevantes, foram capazes de atuar nos
canais i06nicos acoplados a ligantes, incluindo os receptores nicotinicos (Franks, Lieb; 1994;
Krasowski, Harrison, 1999; Yamakura et al 2001). Particularmente, os barbitdricos e o
anestésico intravenoso cetamina foram capazes de inibir os canais nicotinicos neuronais (Andoh
et al; 1997; Downie, Franks, Lieb, 2000; Flood, Krasowski, 2000; Yamakura et al, 2000;
Coates, Flood;, 2001; Coates et al 2001; Kamiya et al, 2001; Weber et al 2005).

Em adi¢do aos seus efeitos proeminentes sobre os receptores GABA , e sobre os
receptores de AChn , os anestésicos gerais deprimem a transmiss@o sindptica excitatéria pré-
sinapticamente, reduzindo a liberacio de glutamato. Os anestésicos inalatdrios ndo halogenados,
tais como xendnio, o 6xido nitroso, o ciclopropano e o anestésico intravenoso cetamina t€ém
pouco ou nenhum efeito sobre os subtipos de receptores gabaérgicos, no entanto, atuam
bloqueando os receptores de glutamato do tipo NMDA ( N- metil- D- aspartato) e, portanto,
deprimindo a neurotransmissio excitatoria devido a uma agdo pés-sindptica. (Hemmings et al
2005). O propofol também atua de forma a inibir a liberagdo de glutamato porém, através de

mecanismos pré-sindpticos (Ratnakumari, Hemmings;1997).

Em relacdo aos canais idnicos voltagem dependentes os anestésicos gerais agem de
forma a influenciar na liberacio dos neurotransmissores na fenda sindptica. Quando um
potencial de acdo chega ao terminal nervoso a membrana despolariza-se e os CSSV se abrem,

permitindo o influxo deste fon. Com a altera¢do do potencial de membrana ocorre abertura dos

2+
CCSV. O aumento local e transitério da concentragdo de Ca intracelular [Ca’*] induz a

exocitose de vesiculas sindpticas com consequente liberacdo do neurotransmissor na fenda
sindptica, aproximadamente 100 us ap6s o estimulo desencadeado pelo potencial de agdo (Rizo;
Rosenmund; 2008). Assim, € compreensivel que os canais de Na*, K e Ca’ sensiveis a
voltagem possam ser alvos pré-sindpticos dos anestésicos gerais, interferindo na transmissdo
sindptica. Dentre a familia de canais de K" apenas os canais TREK-1 sdo modulados por

anestésicos gerais volateis e gasosos (Honoré, 2007) e ndo por anestésicos intravenosos.



1.3 Neurotransmissao

Os terminais nervosos pré-sindpticos sdo regides secretdrias preparadas para executarem
repetidos ciclos de liberagdo de neurotransmissores (Sudhof, 2004). No entanto, para que esse
processo ocorra € necessaria a presenca de componentes fundamentais neste terminal, tais como
canais i0nicos para Ca**, Na* e K* dependentes de voltagem; as vesiculas sindpticas repletas de
neurotransmissores e competentes para fundirem com a membrana do terminal pré-sindptico e
alguns complexos protéicos essenciais a ocorréncia da exocitose, tais como o complexo SNARE
(Soluble NSF attachment protein receptor). O complexo SNARE compreende um conjunto de
trés proteinas conhecidas como sinaptobrevina/VAMP (Vesicle-associated membrane protein),
SNAP-25 (Synaptosomal-associated protein 25) e sintaxina-1 as quais estdo ancoradas nas
membranas da vesicula sindptica (sinaptobrevina) e do terminal nervoso (SNAP-25 e sintaxina).
Estas proteinas foram denominadas SNARES por possuirem uma seqiiéncia codificante comum,
altamente conservada, denominada motivo SNARE que apresenta alta propensdo para formar
super-hélices. O complexo SNARE consiste em um feixe de quatro hélices paralelas formado

pela unido dos motivos SNARE dessas trés proteinas (Rizo, Rosenmund, 2008) (figura 1).

(A) (B)

Figura 1 - Diagrama Estrutural Das Proteinas Componentes do Complexo SNARE. (A) Em
vermelho sinaptotagmina/VAMP; em verde SNAP-25 com suas duas hélices componentes; em
amarelo dominio C terminal da sintaxina -1 e em alaranjado dominio N terminal da sintaxina-1.

(retirado de Rizo, Rosenmund 2008). (B) Esquema extraido de Chapman, 2002, demonstrando a
localizagdo da sinaptotagmina, SNAP-25, Sintaxina e da sinaptotagmina.



A principal fung@o desse complexo € providenciar a aproximac¢do das membranas das
vesiculas e do terminal pré-sinaptico para prover a fusdo das mesmas com consequente
liberag@o dos neurotransmissores na fenda sindptica. No entanto, para que esse processo ocorra
€ necessdria a participagdo de uma gama de outras proteinas com caracteristicas e funcgdes
distintas, estrategicamente localizadas em regides especificas dos terminais nervosos (Takamori
et al, 2006). Vdrias destas proteinas ja tém o seu papel elucidado, enquanto outras ainda
requerem estudos mais aprofundados para a determinacdo de sua fung¢io neste processo.

Todas as funcdes pré-sindpticas, direta ou indiretamente, envolvem as vesiculas
sindpticas, assim a compreensdo da formacdo e da rota estabelecida por essas vesiculas é
essencial para o estudo da neurotransmissdo. As vesiculas sindpticas seguem uma rota de
trafego ciclica no terminal nervoso a qual pode ser dividida em passos sequenciais (para revisao
Sudhof, 2004; Ryan, 2006).

Primeiramente, os neurotransmissores sdo ativamente transportados para dentro das
vesiculas sindpticas e as vesiculas formadas se agregam formando um aglomerado vesicular que
logo em seguida migra para a zona ativa (Sudhof, 2004). Nessa regido, as vesiculas se ancoram
através do estabelecimento de interacdes protéicas entre a vesicula e o terminal pré - sindptico,
passo este conhecido como ancoragem ou docking. Esse acontecimento é simultdneo a um
estdgio conhecido como amadurecimento ou priming. Nessa etapa, as vesiculas passam por um

estdgio no qual se tornam competentes para formar um poro de fusdo em resposta a um aumento

2+
da concentragdo intracelular de célcio [Ca ]; proxima a membrana do terminal pré-sindptico.

Apés a abertura do poro de fusdo, o contetido vesicular é liberado na fenda sindptica e
as vesiculas sofrem endocitose compensatdria e posterior reciclagem, a fim de se evitar uma
interrupcdo da neurotransmissdo. A reciclagem pode ocorrer através de trés possiveis
mecanismos: (a) as vesiculas sdo reacidificadas e preenchidas com neurotransmissor sem
desancorarem, permanecendo no aglomerado de liberagdo rapida, passo chamado Kiss-and-stay
(Barker, Dowdall, Whittaker, 1972); (b) as vesiculas desancoram e reciclam localmente, passo
chamado Kiss-and-run, onde sdo reacidificadas e preenchidas com neurotransmissor
(Ceccarelli, Hulburt, Mauro, 1973), voltando aos passos iniciais do ciclo; ou (c) full colapse,
onde as vesiculas sofrem fusdo completa com a membrana plasmatica sendo posteriormente
endocitadas via clatrina, reacidificam e preenchem novamente com neurotransmissores tanto
diretamente ou passando por um intermedidrio endossomal (Heuser, Reese, 1973) (figura 2).

Ao final do ciclo das vesiculas sindpticas, ocorre o recrutamento de duas proteinas
chamadas a-SNAP (Proteina associada ao sinaptosoma) e NSF ( Proteina de fusdo sensivel a N-
etil-maleimida) , presentes no citoplasma. Através da hidrélise de uma molécula de ATP
(trifosfato de adenosina), a NSF promove a dissocia¢do do complexo SNARE. Com isso,

Sintaxina, SNAP-25 e VAMP se tornam entdo livres e prontas para um novo ciclo de exocitose.
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Figura 2 - O ciclo de vesiculas sinapticas. As vesiculas sindpticas sdo preenchidas com
neurotransmissor através de transporte ativo e formam um agrupamento de vesiculas que
migram para a zona ativa, se ancorando (docking). Nas zonas ativas, as vesiculas se tornam
competentes para fusdo, processo chzamado priming. Ap6s a abertura do poro de fusdo e

+
exocitose, disparada por influxo de Ca , as vesiculas sindpticas sofrem endocitose e reciclagem
por diversas vias: local (Kiss-and-stay), reciclagem rdpida sem formagdo de intermedidrio
endossomal (Kiss-and-run) ou endocitose mediada por clatrina (endosomal recycling), a qual
pode passar pela formagd@o de um intermedidrio endossomal (retirado de Sudhof, 2004).

1.4 Neurotransmissao Colinérgica

Os relatos de estudos sobre a acetilcolina (ACh) iniciaram-se em 1907, quando Hunt propde
a participacdo dessa substancia como mediadora da fungdo celular. Posteriormente, em 1914

Dale demonstrou que a acdo da ACh era capaz de mimetizar a estimulacdo de nervos
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parassimpdticos. Em 1921, Loewi reconhece a ACh, pioneiramente, como um transmissor
quimico e, em 1935, Dale isola e caracteriza tanto a fun¢do quanto a estrutura desse agente de
forma inovadora. (Taylor, Brown, 2006).

Quimicamente, a ACh € um éster de acido acético e colina (Ch)., cuja simplicidade
estrutural subestima a complexidade das acdes que exerce. Tal substincia é essencial para o
funcionamento do sistema nervoso e seu bloqueio agudo € geralmente letal, enquanto sua perda
gradual, como observada na Doenca de Alzheimer (DA), é associada com a deterioragdo
progressiva de fungdes neurais (Hoffman et al, 2001). A ACh participa do controle central e
periférico do movimento, funcionamento do sistema nervoso autdnomo, regulacdo do sono e de

multiplos processos cognitivos como memdria, aten¢do e aprendizado (Sarter, Parikh, 2005;

Gold, 2003), sendo essencial ao bom funcionamento de nosso organismo.

1.4.1Sintese de ACh

A sintese de ACh, que ocorre no interior do terminal pré-sindptico, inicia-se quando a
colina acetil-transferase (ChAT), catalisa a transferéncia de um grupo acetil, proveniente de uma
molécula de Acetil-CoA para uma molécula de Ch. Tal reagdo ocorre em um tnico passo,
contrastando-se com a sintese das catecolaminas, que envolvem reagdes sequenciais (figura 3).

O acetil-CoA, composto requerido para a ocorréncia dessa reacdo, tem seus niveis
mantidos em concentragdes ideais no terminal em decorréncia da oxidacdo de acidos graxos, da
glicdlise e do metabolismo de aminodcidos. O suprimento de Ch é provido, prioritariamente,
pela dieta e, em pequenas propor¢des, pelo metabolismo da fosfatidilcolina presente nas
membranas celulares devido a incapacidade dos neurdnios em sintetizar Ch (Fernstrom, 1981;
Zeisel, 1981).

A ChAT € encontrada predominantemente como uma proteina soldvel no citoplasma, com
uma pequena parcela de sua populacdo total associada & membrana ou ao nicleo (Gill,
Bhattacharya, 2003). A atividade da ChAT ¢ influenciada por sua distribui¢do, interagdo com
proteinas celulares e estado de fosforilagdo (Dobransky, Ryllet, 2005). Ferramentas bioquimicas
e farmacoldgicas indicam que a ChAT encontra-se em excesso cinético em relacdo aos seus
substratos, sugerindo que sua acdo ndo seja a etapa limitante da sintese de ACh (Blusztajn,
Wurtman, 1983). Entretanto, uma reducdo da atividade da ChAT, encontrada em diferentes

situagdes patoldgicas, pode reduzir a disponibilidade de ACh (Oda, 1999).

1.4. 2 Captacao de Ch pelo terminal pré-sinaptico

A Ch € uma molécula pequena e sua carga positiva a impede de difundir-se pela
membrana do terminal nervoso. Portanto, € necessario um sistema de transporte que possibilite

a transferéncia da Ch do meio extracelular para o intracelular. Estudos em sinaptosomas
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demonstraram a presenca de dois sistemas de transporte de Ch: o sistema de baixa e o de alta
afinidade (Yamamura, Snyder, 1973; Kuhar, Murrin, 1978). O primeiro apresenta baixa
afinidade pela Ch e parece n@o estar associado com a manutencdo dos niveis de ACh nos
terminais colinérgicos. O sistema de alta afinidade estd presente em neurdnios colinérgicos e
parece ser responsdvel pela captacdo de Ch a ser utilizada para a sintese de ACh. Este sistema é
dependente de Na* extracelular e utiliza o gradiente quimico deste fon como for¢a motriz para a
captagdo da Ch (Meyer, Engek, Cooper, 1982). A captacdo de Ch pelo sistema de transporte de
alta afinidade é assumida como etapa limitante da sintese de ACh (revisado por Ribeiro et al,

2006).

1.4. 3 Transporte de ACh para vesiculas sinapticas

Ap6s a formagdo da ACh no interior do terminal pré-sindptico o neurotransmissor €
transportado para o interior das vesiculas sindpticas. Como a relagdo entre a concentracdo de
ACh vesicular e citoplasmatica € de 100:1, respectivamente, € necessdrio um mecanismo de
transporte ativo para que a ACh seja transportada para o interior da vesicula. Assim, para que tal
processo ocorra, destaca-se a presenca de dois componentes na membrana das vesiculas: uma
bomba de prétons do tipo ATPase que bombeia prétons para o interior das vesiculas, tornando-a
dcida (pH préximo de 5) (Parsons, 2000); e o transportador vesicular de ACh (VAChKT), que
medeia a armazenagem de ACh em vesiculas sindpticas por trocar ACh citoplasmatica por
prétons vesiculares. O VAChT é uma glicoproteina de 500-600 aminoécidos que troca dois
prétons por uma ACh citoplasmdtica (Nguyen, Cox, Parsons, 1998). Este transporte de ACh
para o interior das vesiculas pode ser inibido pelo 2-(4-fenilperidino)-cicloexano (vesamicol),
uma droga que age de maneira ndo competitiva bloqueando a armazenagem vesicular de ACh e,

consequentemente, reduzindo a liberacio deste neurotransmissor (Parsons et al, 1993).

1.4.4 Liberacio e inativacdo de ACh

De acordo com a teoria da liberacdo vesicular da ACh, a liberacdo de ACh ocorre
ap6s a propagacdo de potencial de acio que ocasiona influxo de Na* e Ca ** através de canais
sensiveis a voltagem, levando a exocitose das vesiculas situadas proximas as zonas ativas junto
ao terminal pré-sindptico (Katz, Miledi, 1965; Katz, Miledi, 1967; revisto por Neher, 1998).

Ap0s a sua liberacdo, a ACh possui um mecanismo especifico para o término de sua
acdo. Ao ser liberada na fenda sindptica, a ACh interage reversivelmente com receptores
muscarinicos e nicotinicos pré e pds-sindpticos. Apds dissociacdo dos receptores, a ACh é
hidrolisada pela enzima Acetilcolinesterase (AChE) em acetato e Ch (que é recaptada pelo
transportador vesicular de Ch de alta afinidade para a sintese de novas moléculas de ACh).

Portanto, cabe a AChE limitar as concentragdes de ACh na fenda sindptica. A hidrélise da ACh
10



também pode ser catalisada por uma enzima relacionada a AChE, a butilcolinesterase (BuChE).
A BuChE apresenta menor especificidade para a ACh que a AChE, e sua funco ainda € pouco
entendida (Darvesh, Hopkins, Geula, 2003).

A inibicdo da AChE € capaz de aumentar a duragdo de acdo do neurotransmissor. A
AChE ¢ inibida por um grande repertério de toxinas animais, inseticidas (organofosforados e
carbamatos) e farmacos que aliviam os sintomas de patologias que vdo de glaucoma a doenca de
Huntington (Silman, Sussman, 2005). Os inibidores da AChE sdo especialmente titeis no

tratamento de duas doencas com diferentes formas de comprometimento do sistema colinérgico:

D.A e Miastenia.
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Figura 3 - Desenho esquematico representando a sintese, armazenamento, liberacio e
inativacio da ACh em um terminal sinaptico. A sintese de ACh inicia-se quando o Acetil-
CoA transfere o grupo acetil para a molécula de Ch devido 4 a¢do da ChAT. A molécula recém-
formada é armazenada em vesiculas, de forma ativa, pela acdo do VAChT. Com a chegada de
um potencial de agdo, o neurotransmissor ¢é liberado na fenda sinaptica e pode exercer sua agdo
ao se ligar aos receptores presentes no terminal pds — sindptico. Pela acdo da AChE a ACh ¢
rapidamente hidrolisada em acetato e Ch. Esta é recaptada pelos transportadores de Ch presentes
na membrana do terminal pré-sindptico reiniciando um novo ciclo de sintese do
neurotransmissor (modificado de Purves, Augustine, Fitzpatrick, 2001).
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1.5 Hipocampo

O hipocampo é uma formacio cortical localizada no lobo temporal do cérebro. E um
importante componente do sistema limbico, que se caracteriza por ser um conjunto de estruturas
situadas desde o telencéfalo até o mesencéfalo, que atua no controle das emogdes, dos processos
motivacionais, da memoria, da aprendizagem, e que ainda tem participagdo na regulacdo do

sistema nervoso autdonomo e da intera¢do neuroenddcrina.

Anatomicamente o hipocampo é dividido em quatro regides estruturalmente distintas:
cortex entorrinal (CE), o giro denteado (GD), o Corno de Ammon (CA) e o complexo subicular
(Sub) ( Figura 4). O GD compreende uma camada de células granulares, pequenas e bem
préximas, dispostas em semi-circulos. O C.A., densamente povoado por células piramidais
semelhantes ds encontradas no neocdrtex, se divide em 4 regides: a regido CA4 , que estd na
base do giro dentado; a CA3; a pequena drea CA2 e finalmente a CA1. Apds a regido CAl estd
o subiculum, que se subdivide em presubiculum e parasubiculum, e que corresponde a regido de

transi¢do do hipocampo para o cértex.

Pesquisas anatomicas e eletrofisioldgicas indicam que o hipocampo contém um circuito
neuronal muito bem definido, de forma que, as informacdes fluem do CE, para o GD, de onde
prosseguem para a regido CA3 e dali para a CA1. Dessa regido seguem para o subiculum e para

as regides medial e lateral entorrinal (Jarrard, 1980).
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Figura 4 - Desenho esquematico representando as diferentes regides anatomicas do
hipocampo. Representacdo das diferentes regides hipocampais. Em detalhe, representacdo do
circuito neuronal hipocampal. (EC = cértex entorrinal; DG = giro denteado; CA= Corno de
Ammon; Sub = complexo subicular). Imagem extraida de Ramon y Cajal. Histologie du
Systeme Nerveus de | Hommme & des Vertébrés, Vol. 2. L Azoulay (transl), 1911.
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1.5.1 Hipocampo e memoria

A relagdo do hipocampo com o processo de formacdo da memdria € conhecida desde
1957 quando Willian Becher Scoville e Brenda Milner sugeriram que lesdes no hipocampo e no
giro hipocampal causavam efeitos deletérios na formacdo da memoria. Neste trabalho € relatado
um estudo de caso envolvendo um paciente que foi submetido a uma cirurgia para retirada do
lobo temporal medial em busca de alivio para suas crises epiléticas. Segundo relatos, durante o
radical procedimento cirdrgico uma drea de aproximadamente 8 cm foi afetada ocasionando
lesdes no hipocampo e no giro hipocampal, bilateralmente, o que fez com que o paciente
apresentasse quadros de amnésia. O paciente apresentou graves déficits na memoria declarativa
(capacidade de relembrar fatos e eventos cotidianos) e quadros de amnésia anterograda. Apesar
de tais sequelas a memdria perceptiva e a cognitiva permaneceram intactas. Nesse trabalho,
Scoville e Milner sugerem que o processamento da memoéria mediado pelo hipocampo comega
durante a aprendizagem e se estende até a consolidagdo da memoria por um prolongado periodo

(Scoville; Milner, 1957).

Andlises neurofisiologicas e exames de imagens contrastando pacientes normais e
pacientes amnésicos demonstraram a real participacdo do hipocampo na formacdo da memdria
(Aggleton, Brown, 1999; Eichenbaum, Cohen,2001; Squire, Stark, Clark, 2004). Esses estudos
demonstraram a participagdo do hipocampo também na memodria episddica (capacidade de
recordar experiéncias pessoais). Em um estudo realizado por Hales e Brewer, em 2011, 296
fotografias foram demostradas a estudantes que estavam conectados a aparelhos de ressonancia
magnética capazes de mapear as func¢des do cérebro de cada um deles, individualmente. Apds
um periodo de 30 minutos sem o contato com as imagens, os estudantes tinham que apontar as
imagens que se lembravam. Hales e Brewer demonstraram que sempre que uma imagem era
reconhecida pelos alunos, o computador apontava maior metabolismo nas dreas do hipocampo e

do cortex frontal, indicando a relagdo dessas dreas com o processo de consolidacdo da memoria.

1.5.2 Distribuicio de ACh no hipocampo

No hipocampo, ndo estdo presentes neurdnios colinérgicos, no entanto, tal estrutura
cerebral recebe projecdes de neurdnios colinérgicos de trés grupos cerebrais. Dessa forma, o
suprimento de ACh ¢ mantido em niveis adequados no hipocampo, garantindo seu bom
funcionamento (figura 5). Segue abaixo a relacdo dos trés grupos que fornecem o

neurotransmissor para o hipocampo e adjacéncias:

1. Grupo do nicleo septal médio: projeta axdnios de neurdnios colinérgicos para o

hipocampo e para o giro para-hipocampal.
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2. Grupo do nicleo basal: projeta axonios de neurdnios colinérgicos para todas as partes

do neocértex, sistema limbico e amigdala.

3. Grupo dos neurdnios pontomesencefalicos tegumentais: projetam axonios de neur6nios

colinérgicos para rombencéfalo, hipotdlamo, tdlamo e prosencéfalo basal.

Thalamus Medial septal
- nuclei

Neocortex

Pontomesencephalo-
tegmental complex

Figura 5 - Projecoes de neurdnios colinérgicos para o hipocampo. O hipocampo nido
apresenta neurdnios colinérgicos, tendo seu suprimento de ACh garantido pelo fornecimento de
trés grupos: o grupo do nicleo septal médio; o grupo do nicleo basal e o grupo dos neurdnios
pontomesencefalicos tegumentais. (Figura extraida de
http://m.psychiatryonline.org/content.aspx?bookid=29&sectionid=1348983).
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1.6 Propofol

O propofol, ou 2,6-diisopropilfenol, € um agente hipnético intravenoso, ndo barbitdrico,
amplamente utilizado para indu¢do e manutencdo da anestesia em adultos e em criangas com
mais de trés anos de idade, bem como para a sedacdo de pacientes internados em Unidades de
Cuidado Intensivo. Sua grande aceitacdo na drea clinica é decorrente de sua capacidade de
induzir a hipnose rapidamente (em torno de 40 segundos); de permitir que o paciente se
recupere ligeiramente (entre 10 e 15 minutos) e devido aos poucos efeitos colaterais que causa
(Infarmed, 2002).

A curta laténcia do propofol € atribuida a imediata elevacdo de sua concentragdo no
SNC, o que gera depressdo deste sistema devido ao efeito inibitério exercido por este agente
sobre os receptores do GABA e devido ao decréscimo do metabolismo cerebral (Concas et al.
1991). A répida redistribui¢do do farmaco para outros tecidos e 6rgdos € a responsavel pelo
curto periodo farmacoldgico de ac¢do e pela rdpida recuperagdo observada, normalmente sem
episédios de excitacdo (Morgan, Legge, 1989; Paddleford, 2001) e pode ser dividida em trés
fases. A primeira que se caracteriza por uma distribui¢do rapida do farmaco nos tecidos a partir
da corrente sanguinea (meia-vida 2-4 minutos), a segunda onde acontece a metabolizacdo do
agente no figado (meia-vida 30-60 minutos) e, finalmente, a terceira fase onde ocorre a
redistribui¢do lenta do farmaco a partir dos tecidos menos irrigados de volta a corrente
sanguinea (Infarmed, 2002).

Apesar de todas as vantagens relacionadas ao uso do propofol uma revisao da literatura
revela situacdes em que a infusdo prolongada (> 48h), de doses altas (> 4mg/kg/h), pode resultar
no aparecimento de uma complicagdo rara, mas fatal: a sindrome de infusdo do propofol
(Fodale, Monaca, 2008). Esta sindrome caracteriza-se por acidose metabdlica, atraso da
condugdo cardiaca com bradicardia que pode evoluir até assistolia, rabdomidlise dos musculos
esquelético e cardiaco, insuficiéncia renal e morte.

Dentre os principais efeitos colaterais causados pelo propofol, destacam-se a

hipotensdo, a depressdo respiratdria (apnéia) e a dor no local da injecdo.

1.6.1 Mecanismos de aciao do propofol

Os efeitos do propofol no SNC s3o midltiplos e ainda ndo foram completamente
estabelecidos. Apesar de que a dltima década apresentou um grande progresso no conhecimento
adquirido sobre a anestesia geral os mecanismos moleculares e celulares de acdo dos anestésicos
gerais ainda ndo estdo compreendidos. Tal dificuldade reside no fato de que ndo existe um tinico
mecanismo de acdo capaz de justificar os multiplos efeitos gerados por cada anestésico. Cada

agente anestésico apresenta sua particularidade e age de forma diferenciada em cada regido do
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SNC. Além disso, cada anestésico é capaz de gerar diferentes efeitos nos pacientes e cada um
desses efeitos observados pode ser decorrente da agcdo do anestésico numa regido celular
especifica gerando uma cascata molecular tnica para aquele efeito. Assim, ao estudar o
mecanismo de acdo de um agente anestésico € interessante tentar desvendar sua atuacdo nos
niveis regional, celular e molecular além de tentar estabelecer a relacdo entre o efeito observado

e 0 mecanismo de acdo descoberto.

Em relacdo a regido de atuag@o dos anestésicos existe um consenso na literatura de que
todos esses agentes exercem seus efeitos no SNC, pois, esse grupo de substincias afetam
funcdes sob controle do sistema nervoso tais como a memoria, a consciéncia, o limiar de dor e a
mobilidade (Hemmings, 2005). Além disso, € sabido que os anestésicos sdo capazes de atuar
nos terminais sindpticos, tanto nas regides pré como as pés-sindpticas (Leite et al 2011),
estimulando a neurotransmissdo inibitéria e bloqueando a neurotransmissio excitatoria

(Richards, 2002; Pearce, 2003).

Apesar de atuarem no SNC cada anestésico é capaz de exercer um efeito diferenciado
em cada regido do SNC. Em baixas concentragdes (1-2 pg/mL) o propofol induz sedag@o nos
pacientes decorrente de sua acdo prioritdria no cdrtex frontal. Concentragdes em torno de
4ng/mL ocasionam hipnose com efeito no tdlamo e no mesencéfalo, enquanto, doses altas deste
anestésico atuam na medula espinhal induzindo os quadros de imobilidade (figura 6).

Em nivel celular existe um grande nimero de evidéncias sugerindo que concentragdes
clinicas de grande parte dos anestésicos gerais atuam em receptores especificos acoplados 4
canais i0nicos presentes nas células como os receptores para GABA e para glutamato ou em
importantes canais ionicos tais como os CSSV e os CKSV (Hemmings et al 2005). O principal
mecanismo de agdo do propofol, dentre os ja descobertos, estd relacionado aos seus efeitos
sedativos, hipnéticos e a imobilidade que causa (figura 6). Tais efeitos sdo atribuidos a interagédo
deste farmaco com o sitio alostérico do receptor GABA, Ao interagir com este sitio o propofol
€ capaz de exercer seu efeito molecular potencializando as correntes evocadas por baixas
concentracdes de GABA, aumentando assim, a eficdcia do agonista. Em concentracdes maiores,
esse agente € capaz de abrir diretamente o canal do receptor de GABA permitindo a entrada de
CI na auséncia de GABA e levando a hiperpolarizagdo neuronal. (Concas et al, 1991; Hara,
Kai, Ikemoto, 1993; Orser et al 1995).

Em relacdo aos receptores para glutamato, acredita-se que o propofol esteja relacionado
a inibicdo da liberacdo deste neurotransmissor através de mecanismos pré-sindpticos
(Ratnakumari, Hemmings, 1997). Segundo Orser e colaboradores (1995), esse agente é capaz
de atuar inibindo o receptor de glutamato do tipo NMDA, possivelmente através da modulagdo
alostérica do canal. Segundo Rudolph (2004), ainda existem evidéncias da atuacdo do propofol
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nos receptores de glicina, no entanto, os mecanismos moleculares de acdo do anestésico neste
receptor e nos canais iénicos para Na* e Ca®*, assim como os efeitos derivados da agdo em tais
alvos ainda ndo foram esclarecidos (figura 6).

O anestésico em questdo tem seu uso amplamente difundido, principalmente, pela
conhecida caracteristica do mesmo em gerar quadros de amnésia anterograda nos pacientes. De
acordo com a literatura a redugdo na liberacdo de ACh no hipocampo pode estar relacionada
com déficits na formacdo da memoéria (Gorman et al 1994), uma vez em que esse
neurotransmissor e tal drea cerebral estdo envolvidos no processo de formac¢do de memdria.
Dessa forma, a andlise do efeito do propofol na neurotransmissdo colinérgica pode ser um dos
mecanismos que justifique o efeito fisiolégico de amnésia caracteristico desse agente.
Desenvolvendo papel chave na neurotransmissdo, os canais idnicos sdo considerados potenciais
alvos moleculares de acdo dos anestésicos gerais. Trabalhos prévios, realizados nos terminais
sindpticos do SNC, relatam a agdo inibitéria do propofol em canais de Ca**. (Inoue et al 1999;
Shirasaka et al 2004; Martella et al 2005). Em adi¢do a esta evidéncia, a literatura corrobora
sugerindo que altas doses de propofol podem ter efeito direto nos canais de Na® (Frenkel,
Urban, 1991; Frenkel, Duch, Urban 1993; Ratnakumari et al, 2001; Lingamaneni, Hemmings
2003; Martella et al 2005).
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Figura 6 - Efeitos desencadeados pela anestesia com o propofol em humanos.(A)
Correlagdo entre a concentracdo de propofol no plasma sanguineo e os efeitos anestésicos. (B)
Efeitos diferenciados do propofol em distintas regides cerebrais. (C) Possiveis alvos de agdo
moleculares do propofol e a correlagdo com os efeitos causados por esse agente. (Rudolph,
2004).

1.7 Canais Ionicos

A presenca de carga elétrica impede os fons de terem livre passagem através da
bicamada lipidica. Assim, o fluxo de fons nas células € executado através de canais iOnicos.
Estes sdo complexas estruturas formadas por proteinas integrais de membrana, de estrutura
tridimensional, que formam tuneis seletivos para a passagem de alguns fons entre os meios intra

e extracelular.

, . . A . . . 2. -
Nas células existem canais iOnicos seletivos para os fons Ca™, Cl , K" ¢ Na'.

oA 2
Focaremos nosso estudo apenas nos canais idnicos de Na* e Ca™.

1.7.1 Canais de Na*

Os CSSV sdo glicoproteinas heteroméricas integrais de membrana que podem ser
diferenciadas pela sua estrutura primdria, cinética e sensibilidade relativa a neurotoxina
tetrodotoxina (TTX). Sao constituidos de uma subunidade o de
aproximadamente 260 kDa (aproximadamente 2000 aminoécidos), que estd associada
com uma ou mais subunidades [ reguladoras (B1-p4) de aproximadamente

35 kDa cada (Catterall, 2000).

Cada subunidade a é composta de quatro dominios homélogos (I-IV) que contém cada
um seis segmentos transmembrana, S1-S6 (figura 7). Esses dominios estdo organizados ao redor
do poro central do canal. Cada segmento S4 presente em cada um dos dominios contém uma
grande concentragdo de cargas positivas devido a presenca do aminoacido arginina e atua como
o sensor de voltagem do canal, sendo responsavel pela ativacio do mesmo (figura 7). O
segmento S4 ¢ atraido pelo interior celular eletrostaticamente. Em consequéncia da
despolarizacdo celular, S4 move-se para o lado extracelular. Tal movimentagdo puxa o link
presente entre os segmentos S4 e S5 curvando o segmento S6, iniciando a abertura do poro
central do canal (Catterall, Kalume, Oakley, 2010). O movimento do segmento S4 dos
dominios I, I e III esta associado com a ativagcdo do canal (Stithmer et al, 1989), enquanto o
segmento S4 do dominio IV estd relacionado com a inativagdo do canal (Chanda, Bezanilla,
2002). O segmento S6 de todos os dominios forma a superficie interna do poro. O loop presente

entre os segmentos cinco e seis compdem o poro do canal formando um filtro i6nico seletivo
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entre os meios intra e extracelular (Galimberti, Michael, Dawwod, 2012).

As subunidades B sdo proteinas integrais de membrana compostas por um dominio N
terminal extracelular, um dominio transmembrana e um dominio C terminal intracelular. Sdo
expressas em células excitdveis e ndo excitdveis. S30o encontradas no sistema nervoso e no
coragdo; além disso, Patino e colaboradores demonstraram que podem estar presentes até

mesmo na auséncia de subunidades a nas células (Patino, Isom, 2010).

Uma ou mais subunidades p podem se associar a uma subunidade a através de ligacoes
ndo covalentes (subunidades B1 e B3) ou através de ligagdes covalentes (subunidades B2 e f4)
(Yu, Catterall 2003; Catterall, Goldin, Waxman, 2005; Patino, Isom, 2010). As subunidades [
atuam como proteinas regulatdrias que podem tanto garantir a adesdo celular quanto a expressao
dos CSSV na superficie celular aumentando a densidade dos canais de Na* e a excitabilidade
celular (Galimberti, Michael, Dawwod, 2012). Também sdo importantes para a migracdo
celular, para modular as propriedades biofisicas das subunidades o (Patton et al, 1994) e

interagem com o citoesqueleto (Isom, 2002).
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Figura 7- Representa¢io esquematica de um vinico canal para Na® sensivel 4 voltagem.

Estrutura priméria das subunidades dos canais idnicos ativados por voltagem. ME: meio

extracelular; MI: meio intracelular. Figura extraida de Galimberti, Michael, Dawwod, 2012.
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1.7.2 Canais de Ca®*

. 2 2. . . . ~ . . ~
Na maior parte das células o Ca™* desenvolve suas principais fungdes de sinalizagdo

~ . 2 £ Dt . .
quando sua concentragiio citoplasmética é elevada. O aumento do Ca”'intracelular é essencial

e~ . . ~ . L. 24

para a neurotransmissdo, pois, permite a formag@o dos microdominios de Ca™, que se
localizam, preferencialmente, nas zonas ativas dos terminais pré-sindpticos, em correspondéncia
com os aglomerados de vesiculas sindpticas (Llinas et al, 1992), favorecendo a ocorréncia da

exocitose.

. 2 4 : ~ . ~
O influxo de Ca™" responsdvel pela liberagdo de neurotransmissores é desencadeado
pelos canais operados por voltagem (Katz, 1969). Estes sdo membros de uma superfamilia de
canais catidnicos sensiveis a voltagem e sd@o compostos por 4 ou 5 diferentes subunidades: oy,

B1, 0,.0 e v (figura 8-A).

A subunidade a; € a maior das subunidades com peso molecular de 190-250 kDa. Ela
incorpora o poro condutor, o sensor de voltagem, o aparato de gating e os sitios de regulacdo do
canal por segundo mensageiro, drogas e toxinas. A subunidade o, € estruturalmente organizada
de forma similar 4 subunidade a dos CSSV: apresenta quatro dominios homdlogos (dominio I-
IV), cada um contendo seis segmentos transmembrana (S1-S6) (figura 8-B). O segmento S4
serve como sensor de voltagem. A alca do poro entre o segmento S5 e S6 de cada dominio
determina a condutancia ionica e a seletividade. No total, ja foram descritas dez subunidades al
e cada uma delas apresenta funcdes e distribui¢do especializada (figura 8-C). Mudancas em
apenas trés aminodcidos na alca do poro entre os dominios I, Il e IV convertem um canal

seletivo a Na* para um canal seletivo a Ca* (Catterall, Goldin, Waxman, 2005).

A subunidade intracelular B compreende quatro distintas isoformas : B1-f4 que se
diferem quanto a localizagdo. Pla apresenta-se no musculo esquelético enquanto Blb € a
isoforma neuronal e cardiaca; P2 foi inicialmente clonada a partir de
musculo cardiaco; B3 estd presente no musculo cardiaco, no mdusculo liso e

no tecido neuronal e B4 foi clonado a partir do cérebro (Dolphin, 2006).

A subunidade auxiliar 0,-80 € codificada por apenas um gene cujo Unico produto
polipeptidio formado ¢é clivado em o, e em . Apresenta quatro distintas isoformas: -9,
predominantemente encontrada no musculo esquelético; a,-0, de distribuicio ubiqua; a,-0; que
estd localizada principalmente em neurdnios e a,-64 de localiza¢do neuronal. Ja a subunidade Y’

2 LN 2 - o
estd presente em canais i0nicos para Ca™* presentes no misculo esquelético.
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Figura 8 - Representacio esquematica de canal para Ca®* sensivel & voltagem. (A)
Composicido das subunidades e estruturas de canais para Ca** ativados por voltagem. (B) As
hélices sdo representadas pelos cilindros. As linhas cheias correspondem aos segmentos de
polipeptidios. Os sensores de voltagem sdo representados pelos cilindros amarelos e o poro
formador do canal em verde. A seta indica o sitio de interacdo das proteinas SNARES na
superficie intracelular da unidade o do canal. Figura extraida de Catterall, Few, 2008. (C)
Dendograma dos canais de Ca”* demonstrando a porcentagem de igualdade entre os diferentes
subtipos de canais para Ca**. HVA: corrente ativada por grandes despolarizacdes; LVA :
corrente ativada por baixas despolarizagdes; Ca,: canais de célcio sensiveis 4 voltagem (CCSV).
Figura extraida de Dolphin, 2006.

As correntes de Ca** em neurdnios sio divididas em: corrente ativada por grandes
despolarizacdes (HVA) e corrente ativada por baixas despolarizagdes (LVA). Os canais sdo
classificados em vérios subtipos. Os CSSV do tipo 1 (1.1 a 1.4) conduzem correntes do tipo L.
CCSV do tipo 2 (2.1 a 2.3) conduzem correntes do tipo P/Q, N e R. CCSV do tipo 3 (3.1 a 3.3)
conduzem correntes do tipo T. As correntes L, P/Q, N e R sdo ativadas por alta despolarizagdo e

a corrente T por baixa despolarizag¢do (Vacher, Mohapatra, Trimmer, 2008) (figura 8-C).
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1.8 Modelo experimental: Sinaptosomas

Sinaptosoma € a designacdo dada, desde 1964 por Whittaker e colaboradores, para se
referir ao terminal pré-sindptico isolado de um neurénio. Desde a sua descoberta sdo
amplamente utilizados como modelo de estudo de mecanismos moleculares pré-sinapticos, tais
como a recaptagio e liberagdo de neurotransmissores, por representarem o mais simples sistema
neuronal que ainda retém toda a maquinaria para a captagdo, sintese, armazenamento e

exocitose de neurotransmissores (Dunkley,Robinson, 1986).

Sdo obtidos através da homogenizagdo de uma regido cerebral em uma solucdo
isotonica e do subsequente fracionamento do tecido nervoso através de centrifugacdes
consecutivas a velocidades e tempos pré-determinados para que ocorra a separagcdo mecanica do
terminal pré-sindptico do restante do axdnio. Por serem formados por fosfolipideos da
membrana celular sdo capazes de se auto-selarem apds o isolamento do terminal formando

vesiculas de didmetro entre 0.5-1 pm.

Diversos estudos desde 1960 tentaram, com sucesso, caracterizar os sinaptosomas
funcionalmente e bioquimicamente (Whittaker 1962, Balazs, 1975 , Morgan , Legge, 1976;
Dunkley, Robinson, 1986; Dunkley, 1987; Polosa, Attardi, 1991;,Ahston, Ushkaryon, 2005;).
Tais estruturas sdo capazes de sintetizar ATP ( trifosfato de adenosina); contém mitocondrias;
contém canais i0nicos, receptores e transportadores na membrana celular que os permitem
manter o potencial de membrana e a homeostase i0nica; contém vesiculas sindpticas elétron-
Iicidas de 50 nm de didmetro que podem captar e liberar neurotransmissores; suas membranas
podem ser recicladas por exocitose; contém um completo conjunto de proteinas e enzimas
normalmente presente nos terminais nervosos e em alguns casos, podem conter membrana pos-
sindptica aderida ao terminal. Ndo dispdem da maquinaria necessdria (exceto da presente na
mitocondria) para sintetizar proteinas e a capacidade de reparo de tal modelo experimental é
limitada a poucas proteinas do complexo respiratério. Por essa razdo, ndo podem ser usados

para experimentos de transfeccdo de DNA e de RNAi (Dunkley, 2008).

Na temperatura de 37°C comecam a perder rapidamente ATP, no entanto, se
armazenados a 4°C e providos dos nutrientes necessarios sdo capazes de permanecerem viaveis
por até 6 horas sem perder a capacidade de manter seus niveis de ATP, gradientes i0nicos e a
liberacdo de neurotransmissores. Neste tempo sdo capazes de preservarem as propriedades

bioquimicas, morfoldgicas e eletrofisioldgicas da sinapse (Koh et al 1993).

Os sinaptosomas preparados do SNC de mamiferos normalmente sdo extraidos de
regides cerebrais como cdrtex e hipocampo por apresentarem divisdes anatdmicas em camadas

de forma clara. As preparagdes sinaptosomais sdo heterogéneas no que se refere ao tipo de
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neurotransmissor contido nas vesiculas. Entretanto, é possivel maximizar o neurotransmissor de
interesse, escolhendo dareas cerebrais especificas que contenham maior concentracdo dessa
substancia. Por outro lado, ndo é possivel separar subpopulacdes de sinaptosomas com
neurotransmissor especifico baseado em diferencas fisicas como tamanho ou densidade

(Nicholls, 1993).

1.9 Estimulos despolarizantes:
1.9.1 Veratridina

Veratridina é¢ uma toxina lipossolivel derivada de plantas da familia Liliaceae que tem

tropismo por CCSV.

Atua, ligando-se preferencialmente ao sitio 2 do canal para Na* no seu estado ativado,
causando abertura dos CSSV por mais tempo, 0 que leva a um maior influxo de Na" e
consequente despolariza¢do do terminal nervoso. Com a alteragc@o do potencial de membrana os
CCSYV se abrem aumentando a concentracio intracelular deste fon e acarretando a liberacdo do

neurotransmissor.

A TTX ¢é uma potente neurotoxina extraida de diversas espécies animais tais como
salamandras, sapos, polvos, peixes e outras, que atua bloqueando a ocorréncia de potenciais de
acdo nos neurdnios através da ligacdo extracelular que estabelece com o dominio I da
subunidade a do CSSV. Devido a esse bloqueio ocorre oclusdo do poro exterior do canal e os
fons Na* ficam impossibilitados de atravessa-lo, o que inibe a ocorréncia do potencial de agio.
Assim a TTX € capaz de inibir os efeitos causados pela veratridina. (Catteral, 1980; Hille et al,

1987).

Os nove subtipos de CSSV presentes em mamiferos tém cinéticas distintas, diferem na
sua localizac@o e quanto a sensibilidade a TTX. Concentracdes nanomolares de TTX bloqueiam
os canais de Na* do tipo 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.6, 1.7 (canais de Na* sensiveis 4 TTX). Os demais
subtipos de CSSV necessitam de concentracdes mais elevadas (micromolar) para serem
bloqueados 1. 5, 1.8 € 1.9 (canais de Na" resistentes 4 TTX). Portanto, em mamiferos, os efeitos
fisiol6gicos da TTX diferem entre os varios tecidos excitdveis, dependendo das isoformas de

CSSV expressas nas suas células (Neto et al, 2012).
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1.9.2 KC1

A concentragio do fon K em condi¢des normais é de 4 mEq/L no meio extracelular e
de 140 mEqg/L no meio intracelular. Essa diferenca de concentragio do fon K* é mantida devido
ao funcionamento da ATPase de Na" e K presente na membrana das células que transporta trés
fons Na' para o meio extracelular e dois fons K" para o meio intracelular a cada ciclo,
estabelecendo uma diferenca de cargas entre o meio intra e o meio extracelular que é

fundamental para a manutengio do potencial de membrana.

O aumento da concentragio extracelular de K™ induz o influxo desse fon. O aumento na
concentracdo de cargas positivas no meio intracelular gera alteracdo no potencial de membrana
e ocasiona abertura dos CCSV. Com isso, ocorre influxo de Ca’ através destes canais e
aumenta-se a [Ca”"];. Esta pode estar aumentada através do influxo deste fon como também pela

. ~ 2 . el o~ .
liberagdo de Ca™" de estoques internos, por inibi¢do do efluxo ou por seqiiestro do mesmo.

O EGTA (Acido tetra acético etileno glicol bis- B-aminoetil éter) é um 4cido carboxilico
poli-aminico, que tem grande afinidade pelo Ca** (Marks, Maxfield, 1991). E amplamente
empregado como quelante de Ca®* extracelular, e a0 minimizar a disponibilidade deste fon no
meio externo reduz o influxo do mesmo pelos CCSV impedindo o aumento da [Ca’"];
secunddria a despolarizagdo provocada pelo KCl. Como consequéncia, tem-se uma grande

reducdo na liberagdo dos neurotransmissores.
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II. Objetivos
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2.0 Objetivo geral

Avaliar o efeito do propofol na liberacio de [’H]-ACh, evocada por veratridina e KCI, em

sinaptosomas de hipocampo de ratos.
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II1. Material e Métodos
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3.0 Drogas e reagentes.

— Acido cloridrico e Alcool Etilico Absoluto foram obtidos da LabSynth®, Brasil.

— 1,4- dioxano, dcido perclérico e hidréxido de sédio foram obtidos pela VETEC Quimica
Fina Ltda., Brasil.

— POPOP, PPO, Propofol, HEPES, EGTA, BSA, D (+) Glicose, Naftaleno, Reagente de
Bradford, Sacarose, TTX, Triton X-100 e Veratridina, foram obtidos da Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO- EUA.

— Bicarbonato de sédio foi adquirido da Reagen Quimibras Inddstrias Quimicas S.A.

— Cloreto de célcio, cloreto de sdédio, cloreto de magnésio, cloreto de potassio,
dihidrogenofosfato de sdédio monohidratado, DMSO, foram obtidos da Merk S.A
industrias quimicas, Darmstadt, Germany.

—  Cloreto de [’H metil]- Ch (atividade especifica 82 Ci/mmol; concentracdo radioativa de
1.0mCi/mL) obtida da Amersham Searle International, England.

—  EnzyChrom ™ Ch Kit e EnzyChrom ™ ACh Kit foram adquiridos da Genese Produtos
Diagnésticos Ltda., Brasil.

— Paraoxon foi obtido da Supelco Analytical, empresa pertencente a Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO- EUA.

— Tolueno foi adquirido da empresa Carlos Erba Reagents, Itélia.

3.1 Solucoes.
Todas as solugdes utilizadas tiveram o pH ajustado para 7,4.

3.1.1 Meio de incubacio.

Reagente Concentracao

NaCl 140 mM
KCl 5mM
NaHCO; 5mM
Mg(Cl, 1 mM
Na,HPO, 1,56 mM
Glicose 10 mM
HEPES 20 mM
CaCl, 2 mM
Paraoxon 12 mM

Tabela 1 - Meio de incubacio.
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3.1.2. Solucao despolarizante.

Reagente Concentracao
NaCl 95 mM

KCl 50 mM
NaHCO; 5SmM

MgCl, 1 mM
Na,HPO, 1,56 mM
Glicose 10 mM
HEPES 20 mM

CaCl, 2 mM
Paraoxon 12mM

Tabela 2 - Soluciao despolarizante.

3.1.3 Sacarose 0,32 M.

3.1.4 Sacarose 0,8 M.

3.1.5 NaCl 0,15 M.
3.1.6 KCI 32mM

3.1.7 KCl 50mM

3.1.8 Veratridina 4mM

3.1.9. Paraoxon SmM

3.1.10 Liquido de cintilacao (soluciao de Bray).

Reagente Concentraciao
Dioxano 15% viv

Etanol 37,5% viv

Naftaleno 7,2 % plv

POPOP 0,02% p/v

PPO 0,5% plv

Tolueno 37,5% viv

Triton X-100 10% viv

Tabela 3 - Liquido de cintilacao (solu¢iao de Bray).
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3.2 Animais.

Foram utilizados ratos albinos adultos, da raca Wistar, de ambos os sexos, pesando
entre 180 a 300 gramas fornecidos pelo CEBIO do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFMG-
campus Pampulha. Os animais foram mantidos em ambiente climatizado, com temperatura entre
22 —26°C e disponibilidade luminosa controlada (14/10hs luz/noite).

Os ratos foram armazenados em caixas de dimensido 40X34X16 cm com, no maximo,
dez animais de mesmo sexo e idade contendo dgua e comida disponiveis ad libitum. A cada dois
dias as caixas dos animais eram assepsiadas, a maravalha trocada e a comida e a 4gua eram
renovadas.

Os animais foram acondicionados até o momento dos experimentos conforme
sugerido pelo CETEA da UFMG e também foram sacrificados conforme os principios do
mesmo comité. Houve a preocupagdo de minimizar, a0 maximo, o nimero de animais utilizados

ao longo do projeto.

3.3 Equipamentos.

— Agitador Vortex para tubos Quimis Aparelhos Cientificos Ltda.
Modelo: Q220
— Balanga eletronica de precis@o decimal Industria e Comércio Eletro-Eletronica Gehaka
Ltda.
Modelo BG 2000
— Banho - Maria microprocessado com agitacdo e temperatura reguldvel Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda.
Modelo: Q215M1
— Camara de Perfusdo Brandel.
Modelo: SF-120
— Centrifuga refrigerada Hitachi.
Modelo: HIMAC CR20B2
— Espectrofotdmetro de cintilagdo liquida PerkinElmer.
Modelo: Tri-Carb 2810TR
— Espectrofotdmetro para dosagem de proteinas Hitachi.
Modelo: U-1100
— Espectrofotdmetro de Fluorescéncia, VARIAN.

Modelo: Cary Eclipsev
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— Guilhotina para decapitagdo Insight® Pesquisa e Ensino Ltda.
Modelo: EB-271

— Homogenizador de tecidos Marconi.
Modelo MA099

— pHmétro de bancada Quimis Aparelhos Cientificos Ltda.
Modelo: Q400AS

— Agitador de Solucdo Corning.
Modelo: PC420

3.4  Determinacao da liberacao de cloreto de [*H metil]- Ch em sinaptosomas de
hipocampo de ratos.

3.4.1 Sacrificio dos animais e dissecacao dos hipocampos.

Para cada experimento foram sacrificados dois ratos, sempre de mesmo sexo e de peso
similar. Os animais foram sacrificados por decapitacdo utilizando guilhotina. O cérebro foi removido
rapidamente, os dois hemisférios foram separados e os hipocampos foram dissecados sob uma placa
de petri coberta com papel de filtro umedecido com solugdo de sacarose 0,32M. Depois de dissecados
os hipocampos foram colocados em um tubo falcon, envolvido por gelo, contendo 10 mL de solugdo
de sacarose 0,32M gelada. Seqiiencialmente os hipocampos foram transferidos para um tubo potter e

macerados com auxilio de pistilo e homogenizador automatico.

3.4.2 Preparacio dos sinaptosomas de hipocampo de ratos.

Apds macerados os hipocampos foram centrifugados a 4°C, por 2 minutos na
velocidade de 3000g para retirada do excesso de mielina e sangue ainda presentes no material.
O sobrenadante foi recolhido e transferido para um tubo de centrifuga ja contendo 10 mL de
solucdo de sacarose 0,8M gelada. Nessa etapa criou-se um gradiente de concentracdo bifdsico
composto na parte inferior pela sacarose 0,8M e na parte superior pelo macerado diluido na
solucdo de sacarose 0,32M. Em seguida foi realizada uma centrifugacdo a 4°C durante 30

minutos na velocidade de 26000g para que os sinaptosomas fossem finalmente formados.

3.4.3 Incubacio do sinaptosoma com solucao despolarizante.

Ap6s o término da centrifugacdo de 30 minutos o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi resuspendido em 0,5 mL de meio de incubag@o e adicionado a um tubo de centrifuga ja
contendo 9,5 mL de solugdo despolarizante. Apds a homogeneizagdo esse material foi incubado
no banho-maria, com agitacdo constante, a 37°C por 15 minutos. O estimulo despolarizante

utilizado foi o KCl.
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No momento em que o sinaptosoma era transferido para a solu¢do despolarizante uma
amostra de volume reduzido era retirada do mesmo, identificada e armazenada no freezer -20°C
para posterior dosagem protéica. Tal procedimento era essencial para a confirmagdo da
funcionalidade da preparacdo sinaptosomal naquele dia de experimento e também para a

normalizagdo dos resultados de liberacdo de ACh por mg de proteina.

3.4.4 Marcacao do sinaptosoma com cloreto de [*H metil]- Ch.

Ap6s a incubacdo com KCI o sinaptosoma era centrifugado 4 4° C, por 10 minutos na
velocidade de 15000g. O sobrenadante era desprezado e o pellet resuspendido em solugdo de

Cloreto de [°H metil]- Ch diluida em meio de incubagao.

Em seguida era realizada uma incubagdo no banho-maria, com agitagdo constante, a
37°C por 30 minutos, para que o sinaptosoma pudesse incorporar a Ch triciada presente no meio

e consequentemente formar ACh marcada radioativamente.

Ap0s essa etapa, o sinaptosoma era centrifugado a 4° C, por 10 minutos na velocidade
de 15000g e o sobrenadante contendo o excesso de cloreto de [°’H metil]- Ch era desprezado. O
pellet resultante era composto pelo sinaptosoma marcado radioativamente que era ressuspendido
em 2,5mL de soluc¢do de sacarose 0,32M para dar continuidade ao protocolo experimental na

camara de perfusao.

3.4.5 Procedimentos na Camara de Perfusao.

3.4.5.1 A camara de perfusao.

A camara de perfusdo é um equipamento que permite a perfusdo de amostras bioldgicas,
tais como fatias tissulares e sinaptosomas, através da injecdo automatica de solucdes e gases que
podem fluir & temperatura e velocidade controladas, continuamente sobre as amostras. E um
excelente modelo para avaliar eventos secundérios tais como liberacdo de neurotransmissores e

segundos mensageiros.

O aparato possui 12 mini-camaras dispostas lateralmente e individualizadas onde as
amostras bioldgicas sdo adicionadas e acondicionadas durante todo o experimento. Cada mini-
camara € composta de trés partes: uma inferior, uma central e uma superior. A inferior (figura 9
— item 9) recebe as solug¢des vindas do pote (figura 9 — item 7) e falcons armazenadores (figura
9 — item 2) que escoam pelas mangueiras (figura 9 — item 11) até cada uma das mini- cAmaras,
representadas pela cor verde (partes superior e inferior) e rosa (parte central) no esquema

abaixo. A parte central (figura 9 — item 4) € a regido de acondicionamento da amostra. Cada
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peca central de cada mini-camara era revestida em ambas as extremidades por filtros discoidais
de polietileno - whatman GF/B, BRANDEL, que apresentavam poros de didmetro suficiente
para permitir a passagem das solugdes, mas, simultaneamente, reter os sinaptosomas nas mini-
camaras durante todo o protocolo experimental. A retencdo exclusiva dos sinaptosomas era
possivel ja que esses filtros sdo capazes de reter finamente membranas. Os mesmos ainda
apresentam grande resisténcia a degradacdo em ambiente umido, capacidade de retencdo de

particulas de tamanho superior a 1,0um e resistem a velocidades altas de fluxo de solugdes por

serem formados pela associagdo de trés camadas de papel filtrante.

A parte superior de cada mini-camara (figura 9 — item 8) recolhe o excesso de solucdo
que banha o sinaptosoma e o direciona para ser liberado nas estruturas coletoras metélicas
(figura 9 — item 12) que liberam as soluc¢des que acabaram de passar pelas amostras para o meio
externo do equipamento de perfusdo. As solugdes liberadas podem ser eliminadas ou recolhidas

e armazenadas pelo sistema de coleta automético acoplado ao aparelho.

Tal sistema torna a camara de perfusdo ainda mais interessante, pois, € composto por 12
colunas e 20 fileiras (figura 10) de tubos, sendo capaz de recolher, individualmente, efluentes
liberados por cada mini-camara, como esquematizado na figura 9 — item 5. Para realizar tal
funcdo o aparato perfusor conta com uma bandeja automatizada (figura 9- item 6) que pode
deslocar em tempos pré-determinados para a esquerda ou para a direita. Cada coluna da bandeja
se dispde exatamente abaixo de cada mini-cimara. Assim a cada vez que a bandeja se desloca
ela coleta fracdes de efluentes originados de cada mini cimara individualmente e
simultaneamente. Em nosso protocolo a cada 2 minutos apds o término da Série 1 (descrito no
topico 3.5.5.2) a bandeja se deslocava para a esquerda recolhendo as fragdes liberadas por cada

mini-cAmara. Eram recolhidas, de cada mini cdmara, 10 fracdes.

O fluxo de solugdo pelas mini-cAmaras era padronizado e equivalente a 0,5mL de
solugd@o por minuto e a cada 12 segundos as solu¢des em cada mini-cimara eram renovadas. Em
nosso experimento utilizivamos a temperatura de 37°C que mimetiza as condi¢des ideais

corpéreas.
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Figura 9 - Esquema da Camara de Perfusao em vista lateral. A identificacdo das partes
numeradas esta descrita, detalhadamente, ao longo do texto.
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Figura 10 - Esquema da bandeja coletora de efluentes de cada mini-cimara do aparato
perfusor.

3.4.5.2 Protocolo experimental na cAmara de perfusao.

O primeiro passo, na cdmara de perfusdo, consistia na montagem da mesma. Apds esse
momento a cidmara era ligada rapidamente para que meio de incubacdo fluisse pelas mangueiras
demonstrando que as mesmas estavam funcionais e, caso estivessem, 200 uL de sinaptosoma

era adicionado em cada mini-cimara.

Permitia-se, entdo, a passagem de meio de incubagdo por todo o sistema até que as

estruturas coletoras metdlicas (figura 9 — item 12) gotejassem solugdo que acabara de passar
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pelas amostras demonstrando que o sistema estava funcional. Neste momento o banho-maria
acoplado a perfusdo era ligado para que a temperatura da dgua contida no mesmo comecasse a
esquentar. Para esta fase eram contabilizados 5 minutos. Apds esse tempo a circulagdo da dgua
do banho para os reservatdrios da cidmara de perfusdo era autorizada. Um intervalo de 14
minutos, mantidas as mesmas condi¢des experimentais, era marcado. Este tempo era o
necessdrio para que a dgua do reservatdrio da camara atingisse a temperatura desejada de 37°C e
para que a amostra bioldgica se recuperasse de toda a manipulagdo que havia passado

previamente.

A partir desse instante o protocolo experimental se dividia em 5 séries sequenciais,

conforme brevemente descrito abaixo:

Série 1: Incubacdo com drogas prévias ao estimulo despolarizante (propofol, EGTA,
TTX — diluidas em meio de incubacdo) ou meio de incubagdo no caso de ndo haver incubagio
num determinado experimento. A série 1 tinha uma duragdo de 12 minutos. As solugdes que
gotejavam pelas estruturas coletoras metélicas até este momento eram desprezadas. Apds esses
12 minutos o sistema de coleta automatico era ligado e as fragdes gotejantes eram recolhidas a
cada dois minutos. Dessa série era recolhida a fragdo 01, que apresentava baixa propor¢do de
ACh (liberagdo basal) ja4 que neste momento ainda ndo havia sido aplicado ao experimento

nenhum estimulo para induzir a libera¢do do neurotransmissor.

Série 2: estimulo (Veratridina ou KCl). Essa fase durava apenas 2 minutos. A fragio 2
recolhida durante esses dois minutos ainda era caracteristica da série 1, pois, como a velocidade
das solugdes nas mangueiras era lenta ainda havia solugdes da série 1 dispostas nas mangueiras
no momento de coleta da fracdo 02. Assim, a liberacio de ACh nessa fracdo também era

minima.

Série 3: passagem de meio de incubagdo. Essa fase durava 12 minutos e coletava a cada
dois minutos as fracdes 3-8. A fracdo 3 apresentava uma grande proporc¢do de liberacdo de ACh,

pois, era consequente do estimulo despolarizante ocorrido na série 2.

Série 4: passagem de acido perclérico durante 2 minutos na fragdo 9 e passagem de 1
minuto de 4cido perclérico na fracdo 10. A intencdo dessa fase era de que o 4cido perclérico,
com sua ac¢do detergente, lisasse o sinaptosoma e permitisse que a ACh que ainda ndo tivesse
sido liberada nas fragdes prévias por estimulagdo do KCI ou da veratridina fosse liberada nessa
fase. Esse procedimento era importante, pois, durante a mensuragdo da liberagdo de ACh era
necessdrio calcular a quantidade total do neurotransmissor produzido. Para atingir tal objetivo a

ACh liberada entre as fracdes 1-8 (fracdes 1 e 2 com ACh basal e fracdes 3 a 8§ com ACh
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liberada estimulo) era somada com a ACh que foi produzida, mas ndo foi liberada mediante o
estimulo (presente nas fragdes 9- 10). Através deste cdlculo era possivel mensurar a quantidade
de ACh liberada individualmente em cada fracdo. A relacdo entre a ACh liberada em cada
fracdo e o total do neurotransmissor produzido na totalidade do experimento menos a ACh ja

liberada nas fragdes anteriores fornecia a A fracdo de liberacdo de ACh, principio empregado

na andlise dos experimentos.

Série 5: passagem de meio de incubagdo até que o tubo da fracdo 10 se enchesse

completamente.

Segue um esquema dos passos sequenciais do protocolo realizados na camara de

perfusdo:

T=33'

| B E e e e —

T=0 T=5' T=19' T=31

T=0 montagem da camara de perfusio

T=5" Banho-maria era ligado. Temperatura
da 4gua aumentava. Fornecimento de meio
para as mini-camaras ja contendo o
sinaptosoma.

T=19" Chave de circulacio do banho era
ligada. Fornecimento de meio para as mini-

camaras ja contendo o sinaptosoma.

T=31’Série 1 — Incubacgdo- coleta da fracdo

01.

T= 33" Série 2 — Estimulo- coleta da fragio

02.

T=45" T=51' T=66' T=99'

T=45" Série 3- Passagem de meio de
incubagdo. Coleta das fragdes 3-8.
T = 48" Série 4 - Passagem de 4cido

percldrico. Coleta das fragdes 9 e 10.

T=51" Série 5 - Passagem de meio de
incubacdo até que a fracdo 10 se enchesse

completamente.

T=66" Fim do experimento. Lavagem da

camara de perfusao.

T= 96’ Fim da lavagem da camara de

perfusdo.

Figura 11 — Diagrama de tempo do protocolo experimental, na cimara de perfusao.
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3.4.6 Contagem da radioatividade das amostras.

Ap6s o recolhimento das amostras 100 pL de cada uma delas eram pipetadas e transferidas
para um eppendorf contendo 1 mL de solu¢do de Bray. Logo em seguida eram vortexadas,
limpas com kimwipes e inseridas cada uma em um vial do cintilador para que a radioatividade

de cada amostra fosse ser mensurada.

3.4.7 Caracterizacao da [3H]-ACh liberada (kits de Ch e de ACh).

Durante a realizacio de nosso experimento, partimos do pressuposto que a ['H]-Ch
oferecida ao nosso sistema seria incorporada pelo sinaptosoma e que com o auxilio da CHAT
formaria [’H]-ACh. Dessa forma, a radioatividade que era mensurada pelo cintilador poderia
ser fruto da presenca tanto de [*’H]-Ch como de [*H]-ACh. Com o objetivo de quantificar qual a
proporgio real de ["’H]-ACh em nosso sistema adquirimos os kits “EnzyChrom™ Coline Assay
Kit (ECHO-100)" e “EnzyChrom™ Acetylcholine Assay Kit (ECHO-100)” da empresa Genese

Produtos Farmacéuticos e Diagndsticos Ltda., SP, Brasil.

Para a detecc@o da quantidade de Ch e de ACh presente nas amostras, aliquotas de 20uL das
amostras experimentais recolhidas dos sinaptosomas eram colocadas em pocos individuais de
placas de 96wells ja contendo 80uL da solu¢do do kit de Ch. Outros 20uL das amostras
experimentais recolhidas eram colocados em outros pogos individuais da placa ja contendo
80uL da solugdo do kit de ACh. Apds 20 minutos da pipetagem das amostras era realizada a
leitura das placas num espectrofotdometro de Fluorescéncia, da marca VARIAN e modelo Cary

Eclipsev.

No ensaio de Ch, a dosagem da Ch livre presente nas amostras era dependente da oxidagdo
da mesma pela enzima Ch oxidase presente no kit. Tal rea¢do conduzia a formacao dos produtos
betaina e H,0,. O perdéxido de hidrogénio, apés ser imediatamente formado, reagia com um
corante especifico presente no kit para formar um produto de cor rosa. A intensidade da cor

emitida por esta reacdo era diretamente proporcional a concentracdo de Ch na amostra.

No ensaio de ACh, a AChE presente no kit convertia toda a ACh presente na amostra em
Ch. A Ch formada, por sua vez, passava pela mesma reagdo explicitada acima para o kit de Ch e
era quantificada através da intensidade de luz emitida pela reacdo. Para a realizagdo dos
experimentos, a leitura no espectrofotdmetro de Fluorescéncia foi ajustada para excitagdo num

comprimento de onda de 530 nm e a emissdo em 570 nM.

Foram feitas dosagens de quatro experimentos (n=4), em duplicata, das fracdes 1 até 4,

tanto para amostras estimuladas com KCl 50 mM como para amostras estimuladas com
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veratridina 50uM. Também foram feitas dosagens de amostras incubadas ou ndo com propofol,
com o objetivo de verificar se o anestésico poderia influenciar na formacio de [*H]-ACh

derivada da [*H]-Ch.

3.4.8 Dosagem de proteinas.

A cada protocolo experimental amostras do sinaptosoma recém-formado eram
retiradas e armazenadas a 4°C para posterior dosagem protéica e certificacdo da funcionalidade
do sinaptosoma preparado naquele dia de experimento. A dosagem era realizada conforme
descrito por Bradford, 1976. Os valores de dosagem protéica foram considerados como ideais

quando estavam compreendidos entre 1,5 e 3,0 pg/uL de sinaptosoma.

3.4.9 Analise estatistica dos resultados.

Os experimentos foram realizados em dias independentes e foram repetidos, no
minimo, cinco vezes. Os resultados foram analisados, inicialmente, por uma tabela de Excel
onde eram inseridos os valores de DPM da radioatividade emitida por cada amostra lida pelo
cintilador. Com a introducéo desses valores a tabela, automaticamente, calculava a quantidade
total de ACh formada no sinaptosoma por meio do somatério da ACh liberada em cada fragdo
com a ACh que ndo foi liberada mesmo com o estimulo e, portanto, ainda estava armazenada
dentro do sinaptosoma (correspondente 4 fracdo 10). Apds a obtencdo do valor total de ACh
formada era calculado o AX fracdo de liberacdo de [*H]-ACh. Em todos os experimentos
realizados os valores de liberacdo de ACh do grupo controle eram utilizados para normalizar as
demais condi¢des experimentais.

Esse dados eram entdo plotados num grifico onde era estabelecido a média de
liberacdo de ACh por fragdo. Os resultados obtidos representam a média de duplicatas, de cinco
experimentos realizados independentemente.

Os resultados foram analisados por ANOVA, seguido do teste de Miltipla Comparagdo
Newman-Keuls, quando a andlise era estabelecida entre trés grupos ou mais. Quando a anélise
era restrita a comparagdo de apenas dois grupos, foi realizado o teste t ndo paramétrico seguido
do teste de Mann Whitney. Para ambos os testes diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05. A quantificacdo e a andlise estatistica dos resultados foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prisma, versdo 5.0 para Windows (GraphPad

Software. La Jolla, CA, USA).
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IV. Resultados
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4.0 Efeito do propofol na liberacao espontanea de ACh em sinaptosomas de
hipocampo de ratos.

A neurotransmissao sindptica inicia-se com a geracdo do potencial de agcdo no axdénio do
neurdnio pré-sindptico que envolve mudangas nas concentragdes Na* e K*. Esse potencial se
propaga ao longo do terminal e promove a abertura de canais para Ca”* regulados por voltagem.
O aumento da concentracio de Ca”" intracelular induz a exocitose de vesiculas sindpticas com
conseqiiente liberacdo de neurotransmissores na fenda sindptica. Tal mecanismo pode ser um
alvo de acdo dos anestésicos, uma vez em que uma das possiveis maneiras de atuacfo de tais
agentes consiste na alteracio da liberagdo de neurotransmissores na fenda sindptica (Griffiths R,
Norman RI, 1993). Dessa forma, avaliamos, inicialmente o efeito do propofol na liberagdo de
[’H]-ACh em sinaptosomas de hipocampo de ratos. Assim, para testar se 0 anestésico seria
capaz de alterar a liberag@o deste neurotransmissor, aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram
acondicionadas em cada uma das 12 mini-camaras da camara e perfundidas com diferentes
solugdes de propofol. As concentragdes testadas foram: propofol 1uM, 10uM, 30uM, 100uM e
1000uM.

Os resultados apresentados na figura 12 demonstram que a liberacdo basal de ACh pelos
sinaptosomas de hipocampo de ratos é muito baixa (AX fracdo de liberacio de [’H]-ACh média
de 0,0057) e que o propofol apresentou uma tendéncia a inibir a liberacio de [*H]-ACh

espontanea em todas as concentrac¢des testadas do anestésico.
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Figura 12 - O propofol reduz a liberacio espontinea de [*H]- ACh. Aliquotas de 200uL de
sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-cAmaras do aparelho de perfusdo.
Durante a Série 1 os sinaptosomas foram incubados com solucdes de propofol em diferentes
concentracdes de forma ininterrupta, assim com na Série 2, uma vez em que o estimulo para a
liberagio de ['H]-ACh era o préprio anestésico. As séries 3, 4 e 5 corresponderam,
respectivamente, a meio de incubacdo, dcido percldérico e meio de incubagdo. Os resultados
expressam a média + EPM de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em
duplicatas. a: estatisticamente diferente do controle, P <0,05. Todas as diferengas estatisticas
compreendem, ***, exceto as representadas no grafico.

4.1 Avaliacao do efeito da veratridina na liberacdo de ACh em sinaptosomas de
hipocampo de ratos.

Ap6s a observagio de que o propofol apresentou tendéncia a inibir a liberagdo de [*H]-
ACh espontanea em sinaptosomas de hipocampo de ratos decidimos avaliar se o anestésico era
capaz de apresentar efeito semelhante quando a liberacio de [*H]-ACh era evocada por

veratridina.

A veratridina é uma toxina lipossolivel que tem como alvo canais para Na®. Ela liga-se
preferencialmente ao canal para Na® no seu estado ativado, no sitio 2 do mesmo, causando
persistente ativacdo deste através de um mecanismo alostérico que leva ao bloqueio da
inativagdo e, mudanca da dependéncia de voltagem do canal para um potencial de membrana
mais negativo. A veratridina mantém estes canais CSSV ativados, o que leva ao influxo deste
fon e consegiiente despolarizacio do terminal nervoso e influxo de Ca®* através de CCSV.
Assim, a despolarizacdo causada pela veratridina é decorrente da participacio CSSV, e

. . 2
secundariamente, do influxo de Ca™".

A figura 13 demonstra que a veratridina é capaz de induzir a liberacio de [’H]-ACh, de
forma dose dependente, em todas as concentracdes testadas: 0,1 uM; 1 uM; 10 uM; 50 uM; 100
UM e 300uM. Conforme indicado na figura 13 (A) ndo existe diferenga estatistica significativa
(p>0,05) na liberagdo de [’H]-ACh induzida pela veratridina nas concentra¢des de 50 uM; 100
uM e 300uM. Assim, a partir de 50uM a liberacio méxima de [*H]-ACh induzida pela
veratridina atingiu um platd. Logo, a concentracdo que passamos a utilizar em nossos
experimentos foi de S0uM que apresentou uma fragio de liberacio de [’H]-ACh de 0,0388478 ¢
provocou um aumento de 1564,91% em relacio ao controle (fracdo de liberagdo de [*’H]-ACh de
0,00248243).

O ECsy, que € a concentracdo efetiva capaz de evocar 50% da liberacdo maxima de

[*H]-ACh foi de 16,93uM, conforme calculado na figura 13 (B).
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Figura 13 - A veratridina evoca a liberacao de [’H]-ACh de forma dose dependente.A):
Grafico de barras de liberacao de [’H]-ACh evocada pela veratridina. (B): Curva dose
resposta de veratridina. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada
uma das 12 mini-camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série los sinaptosomas foram
incubados com meio de incubagdo; na Série 2 foram estimulados com as seguintes
concentracdes de veratridina: 0,1 uM; 1 pM; 10 pM; 50 uM; 100 uM e 300uM. As séries 3, 4 e
5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubagao, dcido perclérico e meio de incubagao.
Os resultados expressam a média =+ EPM de pelo menos cinco experimentos independentes
realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do controle P<0,05; b:
estatisticamente diferente da veratridina 0,1mM P<0,05; c: estatisticamente diferente da
veratridina 1mM P<0,05; d: estatisticamente diferente da veratridina 10mM P<0,05. Todas as
diferencas estatisticas compreendem, ***_ exceto as representadas no grafico.

4.2 Avaliacao do efeito do propofol na liberacao de ACh em sinaptosomas de

hipocampo de ratos, evocada por veratridina.

Para avaliar o efeito do propofol na liberagio de [’H]-ACh evocada por veratridina,
aliquotas do sinaptosoma foram submetidas 4 incubacdo com propofol em diferentes
concentracdes na Série 1 e na Série 2 foram perfundidas simultaneamente com propofol em
diferentes concentracdes e com veratridina 5S0uM, valor que evocava a liberagdo maxima de
[’H]-ACh em nosso modelo. A escolha deste valor para a realizacio dos experimentos em
detrimento do valor de ECsy ocorreu, pois, foi objetivo otimizar a avaliacdo do eventual efeito
inibitério do propofol. As concentragdes de propofol testadas foram 1uM, 3uM, 10 uM, 30 uM,
100 uM, 300 uM e 1000pM.

A figura 14 (A) demonstra que o propofol é capaz de inibir a liberacdo de [*H]-ACh
induzida por veratridina. Todas as concentragdes testadas de propofol foram capazes de reduzir
a liberagdo de ["H]-ACh de maneira dose dependente.

0 ICs, que é a concentracio efetiva capaz de inibir 50% da liberagdo maxima de [*H]-

ACh foi de 100uM, conforme calculado na figura 14 (B).
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Figura 11 - O propofol inibe a liberacao de ACh evocada por veratridina, de maneira dose
dependente.(A): Grifico de barras de inibicio da liberaciio de [’H]-ACh, evocada pela
veratridina, na presenca do propofol. (B): Curva dose resposta de propofol mediante
estimulo com veratridina S0uM. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas
em cada uma das 12 mini-cAmaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 1os sinaptosomas
foram incubados com propofol em diferentes concentragdes. As concentracdes de propofol
testadas foram 1puM, 3uM, 10 uM, 30 uM, 100 uM, 300 uM e 1000uM. Na Série 2 foram
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estimuladas simultaneamente com propofol em diferentes concentragdes e com veratridina
50uM, valor que evocava a estimulagio maxima de liberagdo de ["H]-ACh em nosso modelo.
As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubacdo, dcido perclérico e
meio de incubagdo. Os resultados expressam a média + EPM de pelo menos cinco experimentos
independentes realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do controle P<0,05; b:
estatisticamente diferente da veratridina 50 uM P<0,05, c: estatisticamente diferente de propofol
1 uM P<0,05; d: estatisticamente diferente de propofol 3uM P<0,05; e: estatisticamente
diferente de propofol 10 uM P<0,05; f: estatisticamente diferente de propofol 30uM P<0,05;
g: estatisticamente diferente de propofol 100 uM P<0,05, h: estatisticamente diferente de
propofol 300 uM P<0,05 e i: estatisticamente diferente de propofol 1000 uM P<0,05. Todas as
diferencgas estatisticas compreendem, ***, exceto as representadas no gréfico.

4.3 Avaliacoes do mecanismo de a¢ao do propofol.

Nas tltimas décadas, os canais idnicos tém sido considerados os principais alvos de acdo dos
anestésicos no SNC de mamiferos, uma vez que estes desempenham um importante papel na
transmissdo neuronal. Dentre os canais idnicos, destacam-se os canais para K*, Na* e Ca*" Dentre a
familia de canais de K™ apenas os do tipo TREK-1 sdo modulados por anestésicos gerais voldteis e
gasosos (Eric Honoré, 2007) e ndo intravenosos. Assim, o foco de nosso trabalho consistiu na

o~ . ~ A 2
avaliacdo do mecanismo de agfo do propofol nos canais idnicos de Na* e Ca™.

4.3.1 Avaliacdo da participacio dos canais de Na* sensiveis a voltagem.

A liberacio de [’H]-ACh evocada por veratridina, conforme explicitado no item 4.2 ¢é
dependente, prioritariamente, do fon Na* e, como demonstrado nos resultados anteriores a veratridina
foi capaz de ocasionar liberagio macica de [*H]-ACh. Os dados apresentados previamente
demonstraram também que na presenga de propofol a liberacdo do neurotransmissor foi reduzida.
Assim, foi de interesse avaliar se o mecanismo de a¢do do anestésico era dependente CSSV. Para a
realizacdo de tais experimentos foi utilizado TTX um bloqueador do CSSV (Catteral ,1980; Hille e
cols., 1987).

Foi realizada uma curva dose resposta de TTX para que fosse possivel determinar uma
concentragio que ocasionasse uma reducio da liberacio de [*’H]-ACh em 50% possibilitando assim a

avaliac@o de um provével efeito aditivo destes agentes.

A figura 15 (A) demonstra que a liberacdo de [’H]-ACh induzida por veratridina é reduzida
na presenga de TTX, ou seja, que a liberagdo do neurotransmissor € dependente da participagio
dos CSSV. Para a construgdo da curva foram utilizadas as seguintes concentragdes de TTX:

1X10""M; 1X107'°M; 1X10°M; 1X10°M; 1X10"M el X10°M.
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O ICsp, que é a concentracio efetiva capaz de inibir 50% da liberagio méxima de ["H]-ACh

foi de 7,097 X10°M de TTX, conforme calculado na figura 15 (B).
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Figura 15 - Efeito da TTX na liberacio de [’H]-ACh evocada por veratridina. A): Grafico
de barras de inibicdo da liberaciio de [*’H]-ACh, evocada pela veratridina, em presenca de
TTX. (B): Curva dose resposta de TTX. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram
acondicionadas em cada uma das 12 mini-cdmaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 10s
sinaptosomas foram incubados com meio de incubagdo e TTX em diferentes concentragdes. As
concentracdes testadas de TTX foram: IX10MM; 1X10'°M; 1X10°M; 1X10°M; 1X10"M
elX10°M. Na série 2 as cAmaras foram estimuladas simultaneamente com veratridina 50uM e
TTX em diferentes concentracdes. As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio
de incubagdo, dcido perclérico e meio de incubagdo. Os resultados expressam a média = EPM
de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em duplicatas. (A) a:
estatisticamente diferente do controle P<0,05; b: estatisticamente diferente veratridina 50 uM
P<0,053, c: estatisticamente diferente da TTX 1 x 10 "' P<0,05, d: estatisticamente diferente da
TTX 1 x 10 ' <0,05; e: estatisticamente diferente da TTX 1 x 10° P<0,05; f: estatisticamente
diferente da TTX 1 x 10 ® P<0,05. Todas as diferengas estatisticas compreendem, ***, exceto
as representadas no gréfico.

Apds a determinacdo da concentracdo de TTX a ser utilizada em nosso trabalho,
aliquotas do sinaptosoma foram submetidas 4 incubacdo com propofol na concentracdo de
100uM (ICsy do propofol mediante estimulo com veratridina 50uM) simultaneamente &
incubagdo com TTX na concentragdo de ICs, (7,097 X10°M de TTX)

A figura 16 demonstra que ndo houve efeito aditivo do propofol com a TTX, pois, ndo
houve diferenca estatistica significativa (p >0,05) na liberacio de [’H]-ACh entre o grupo
propofol + TTX (liberagio média de [’H]-ACh de 59,6742%) com o grupo propofol (liberagdo
média de [*’H]-ACh de 49,3326%) e entre o grupo propofol + TTX com o grupo TTX (liberacio
média de [’H]-ACh de 57,1948%). Este resultado sugere que o mecanismo de atuagdo do

propofol envolve a participagdo dos CSSV.
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Figura 12 - O mecanismo de atuacio do propofol estd relacionado aos canais de Na*
sensiveis a voltagem. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma
das 12 mini-camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série los sinaptosomas foram
incubados com meio de incubacdo (cdmaras 1-2), com propofol 100uM (camaras 3-4), com
meio de incubagdo e TTX 7,097 X10°M (cAmaras 5-6) ou com propofol 100uM + TTX 7,097
X10”M. Na série dois as cAmaras foram estimuladas com veratridinaS0uM (camaras 1-2), com
veratridina 50uM + propofol 100uM (camaras 3-4), com veratridina 50uM + TTX 7,097 X10
M (camaras 5-6) ou com veratridina SOuM + propofol 100uM + TTX 7,097 X10°M (cAmaras
7-8). As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubagdo, acido perclérico
e meio de incubag@o. Os resultados expressam a média = EPM de pelo menos cinco
experimentos independentes realizados em duplicatas. a: estatisticamente diferente do controle;
b: estatisticamente diferente da veratridina. Todas as diferengas estatisticas compreendem, ***,
exceto as representadas no grafico. Todos os dados foram normalizados pelo controle do dia
experimental.

4.3.2 Avaliacao da participacio do Ca’* extracelular.

A liberacio de [’H]-ACh evocada por veratridina, conforme explicitado no item 4.2 é

. . . , . )3 2. .
dependente, prioritariamente, do fon Na® e secundariamente dependente dos fons Ca™, pois, a

veratridina mantém os CSSV ativados por mais tempo, o que leva a um maior influxo de Na®,
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despolarizagc@o do terminal nervoso e, consequente, influxo de Ca’" através de CCSV. Assim, nosso
primeiro questionamento consistiu na avalia¢do da participagcdo dos CSSV no mecanismo de acdo do
propofol, uma vez em que na presenca de estimulo com veratridina, o anestésico reduzia a liberagao
de [’H]-ACh. Em tal experimento encontramos resultado positivo e consequentemente 4 sua
realizacdo, questionamos, se os fons Ca’* presentes no meio extracelular também ndo seriam
essenciais para o mecanismo de atuagdo do propofol. Para a realizacdo de tais experimentos foi

utilizado EGTA, um quelante de Ca’* extracelular.

O valor de ICs, de EGTA, que € a concentragdo efetiva capaz de inibir 50% da liberacdo maxima
de [3H]-ACh utilizado em nossos experimentos foi de 0,2287mM, valor determinado através de uma

curva dose resposta, conforme demonstrado na figura 22.

Apds a determinacdo da concentragdo de EGTA a ser utilizada em nosso trabalho, aliquotas do
sinaptosoma foram submetidas 4 incubacdo com propofol na concentracdo de 100uM (ICsy do
propofol mediante estimulo com veratridina 50puM) simultaneamente 4 incubacdo com EGTA na

concentracdo de ICs.

A figura 17 demonstra que ndo houve efeito aditivo do propofol com o EGTA, pois, ndo houve
diferenca estatistica significativa (p >0,05) na liberagio de [*’H]-ACh entre o grupo propofol + EGTA
(liberagdo média de [*H]-ACh de 65,5814%) com o grupo propofol (liberagdo média de [’H]-ACh de
65,969 %) e entre o grupo propofol + EGTA com o grupo EGTA (liberagio média de [*H]-ACh de
64,6582%). Este resultado sugere que o mecanismo de atuagdo do propofol é similar ao do EGTA, ou
seja, que o propofol, além do bloqueio dos CSSV, estaria interferindo com o influxo de Ca*
extracelular para exercer seu mecanismo de ag@o. Por outro lado, a ndo ocorréncia de efeito aditivo
entre EGTA e propofol poderia ser interpretada como uma independéncia dos fons Ca** extracelular
pelo anestésico, uma vez em que estando 50% dos CSSV bloqueados pelo propofol ao se quelar 50%
dos fons Ca®* extracelular ndo foi observado nenhum efeito somatério na liberagdo de [*H]-ACh.

Dessa forma, o experimento realizado ndo foi conclusivo.
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Figura 17 — Avaliacdo da participacio do Ca** extracelular no mecanismo de atuaciio do
propofol. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-
camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 10s sinaptosomas foram incubados com meio
de incubacdo (camaras 1-4), com meio de incubag¢do + EGTA 0,2287mM (camaras 5-6), com
propofol 100uM (camaras 7-8), com meio de incubacdo e EGTA 0,2287mM (camaras 9-10). Na
série 2 as caAmaras foram incubadas com meio de incubacdo ( cémaras 1-2); com
veratridina50uM (camaras 3-4), com veratridina S0uM + EGTA 0,2287mM ( camaras 5-6), com
veratridina 50uM + propofol 100uM ( camaras 7-8), com veratridina S50uM + EGTA
0,2287mM + propofol 100uM ( camaras 9-10). As séries 3, 4 e 5 corresponderam,
respectivamente, a meio de incubacdo, 4cido perclérico e meio de incubagdo. Os resultados
expressam a média + EPM de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em
duplicatas. a: estatisticamente diferente do controle; b: estatisticamente diferente da veratridina.
Todas as diferencas estatisticas compreendem, ***, exceto as representadas no gréfico. Todos
os dados foram normalizados pelo controle do dia experimental.
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4.3.3 Avaliacao da participacao do Ca” intracelular.

O fon Ca®, conhecidamente, desempenha um importante papel na regulacio de uma
grande variedade de processos neuronais e € sabido que os neurdnios utilizam fontes extra e
intracelular deste fon. Conforme ja descrito, o influxo de Ca’* através dos canais operados por
voltagem é essencial para a liberacdo de neurotransmissores (Katz, 1969). Assim, foi
questionado se os fons Ca’* intracelular também estariam envolvidos no mecanismo de acio do

propofol.

Para a realizacdo de tais experimentos foi utilizado BAPTA-AM, um quelante de Ca**
intracelular. O valor de ICs, de BAPTA-AM, que € a concentracio efetiva capaz de inibir 50%
da liberagdo méaxima de [3H]—ACh, a ser utilizado em nossos experimentos foi de 9,109 X 10°

6 . . .
M valor determinado através de uma curva dose resposta, conforme demonstrado na figura 24.

Para a realizac@o de tais experimentos foi necessério descobrir se 0 mecanismo de a¢do
.. . 24+ . . g .. ~

da veratridina recrutava os fons Ca™" intracelular. Se a veratridina recrutasse a participagdo
desses fons seria possivel avaliar ao efeito do anestésico em reduzir ou inibir a liberacdo dos
. 2 . Lo 21 .. ~ . 2
fons Ca™ dos estoques intracelulares. Caso contrario, a analise da participacdo dos fons Ca™
intracelular no mecanismo de acdo do propofol seria impossibilitada de ser avaliada mediante
estimulo com veratridina. Foram entdo realizados experimentos com o BAPTA-AM ICs,

mediante estimulo com veratridina.

A figura 18 demonstra que o Ca ** intracelular é recrutado pela veratridina, pois, ao incubarmos
as aliquotas de sinaptosoma com o BAPTA-AM houve reducio da liberacio de [*H]-ACh
(porcentagem de liberacio média de ["H]-ACh de 43,728%).

A figura 18 também demonstra que ndo houve efeito aditivo entre os grupos TTX ICsg
(porcentagem de liberacio média de [*H]-ACh de 52,8148%) BAPTA-AM ICs, (porcentagem de
liberagdo média de [3 H]-ACh de 43,728%) e BAPTA-AM ICsy + TTX ICs (porcentagem de liberacdo
média de [*’H]-ACh de 38,2952%). O resultado encontrado é contrério ao esperado, mas sugere que
através do emprego da TTX IC 5o houve uma brusca reducio do influxo de fons Na* e dos fons Ca **
extracelular para o terminal e, com isso, reduziu-se o principal estimulo para haver o recrutamento do
Ca ** intracelular. Assim, o resultado encontrado no grupo TTX + BAPTA-AM parece demonstrar
apenas o efeito de TTX, uma vez em que se o Ca ** intracelular ndo foi recrutado, ndo seria possivel

perceber a atuacdo do BAPTA-AM e consequentemente, observar qualquer efeito aditivo.
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Figura 18 - O mecanismo de atuaciio da veratridina envolve os fons Ca** intracelular.
Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-cAmaras
do aparelho de perfusdo. Durante a Série los sinaptosomas foram incubados com meio de
incubagdo (controle e veratridina 50pM), com meio de incubagio + TTX 7,097 X10°M (TTX
ICsp), com meio de incubagdo + BAPTA-AM 9,109 X 10°M (BAPTA ICs,) e com meio de
incubagdo + TTX 7,097 X10°M+ BAPTA-AM 9,109 X 10°M (TTX+ BAPTA). Na série 2 as
cadmaras foram incubadas com meio de incubagdo (controle); com meio de incubagdo +
veratridina50uM (veratridina 50pM), com meio de incubagdo + veratridina S0uM + TTX 7,097
X10°M (TTX ICsp), com meio de incubagdo + veratridina S0uM + BAPTA-AM 9,109 X 10°M
(BAPTA ICsp) e com meio de incubacgio + veratridina 50uM + TTX 7,097 X10°M+ BAPTA-
AM 9,109 X 10°M (TTX+ BAPTA). As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a
meio de incubagdo, acido percldrico e meio de incubagdo. Os resultados expressam a média
EPM de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em duplicatas. a:
estatisticamente diferente do controle; b: estatisticamente diferente da veratridina. c:
estatisticamente diferente de BAPTA + propofol. Todas as diferencas estatisticas compreendem,
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*** exceto as representadas no grafico. Todos os dados foram normalizados pelo controle do
dia experimental.

Com a descoberta que a veratridina recruta os fons Ca** intracelular foi possivel avaliar se os fons
Ca’" intracelular participam do mecanismo de agdo do propofol, mediante estimulo com veratridina.
Foram entdo realizados experimentos de efeito aditivo entre propofol na concentragdo de 100uM
(ICso do propofol mediante estimulo com veratridina 50uM), com TTX ICsq e com BAPTA-AM ICs,
e experimentos de BAPTA-AM ICsy + Propofol ICs.

Os resultados dispostos na figura 19 demonstram que houve efeito aditivo entre o grupo BAPTA-
AM ICs, + Propofol ICs (porcentagem de liberagao média de [*H]-ACh de 31,545%) com o Propofol
ICsp (porcentagem de liberacdo média de [3H]-ACh de 58,6599%), mas ndo com o grupo BAPTA-
AM ICs, (porcentagem de liberagdo média de [*H]-ACh de 43,728%). Como o efeito aditivo ndo foi
observado entre o grupo BAPTA-AM + Propofol com ambos os grupos em separado exclui-se o
efeito somatdrio de ambos reagentes. Esse dado sugere que o propofol o mecanismo de acdo do

propofol é similar a0 BAPTA-AM, ou seja, depende dos fons Ca ** intracelular.

No entanto, nossos resultados iniciais nos demonstram que o propofol atua bloqueando os CSSV
assim como a TTX. Com isso, pode-se concluir que ao atuar nos CSSV o propofol bloqueou em 50%
o influxo de fons Na* e dos fons Ca ** extracelular para o terminal e, com isso, reduziu-se o principal
estimulo para haver o recrutamento do Ca ** intracelular. Assim, o resultado encontrado no grupo
BAPTA-AM IC 5y + propofol IC 5o demonstra apenas o efeito do propofol, uma vez em que se o Ca 2
intracelular ndo foi recrutado, ndo seria possivel perceber a atuacdo do BAPTA-AM e
consequentemente, observar efeito aditivo. Nesse caso, ndo foi possivel concluir se 0 mecanismo de
acio do propofol é dependente ou nio do Ca ** intracelular. O grupo TTX IC 5 + BAPTA-AM IC
+ propofol IC s, (porcentagem de liberacio média de [*H]-ACh de 48,433%) que também ndo
apresentou efeito aditivo em relacio aos grupos TTX IC s, (porcentagem de liberacio média de [*H]-
ACh de 52,8148%), BAPTA-AM IC 5, (porcentagem de liberacdo média de [’H]-ACh de 43,728%) e
propofol IC 5, (porcentagem de liberagio média de [’H]-ACh de 58,6599%) separadamente, reforca a
andlise feita, pois, o resultado demonstra que o anestésico atua como a TTX e que a adicdo de
BAPTA-AM nio potencializou a inibicdo da liberacdo de [’H]-ACh devido ao ndo recrutamento dos
ons Ca ** intracelular. Foi entio necessirio empregar um estimulo de liberagdo de [*’H]-ACh que

independesse de Na* e dependesse, exclusivamente dos fons Ca**. O estimulo escolhido foi o KCI.
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Figura 19 - Avaliacio da participacio do Ca®* intracelular no mecanismo de atuacio do
propofol. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-
camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 1os sinaptosomas foram incubados com meio
de incubacdo (controle e veratridina 50uM), com meio de incubacio + TTX 7,097 X10°M
(TTX ICsp), com meio de incubacdo + BAPTA-AM 9,109 X 10°M (BAPTA ICsp), com meio de
incubagdo + propofol ICs,, com propofol ICsy + BAPTA-AM 9,109 X 10°M (BAPTA ICs) e
com propofol ICsy + BAPTA-AM 9,109 X 10°M (BAPTA ICs) + TTX 7,097 X10°M (TTX
ICsp). Na série 2 as cAmaras foram incubadas com meio de incubagdo (controle); com meio de
incubagdo + veratridinaSOuM (veratridina 5S0uM ), com meio de incubagdo + veratridina S0pM
+ TTX 7,097 X10°M ( TTX ICs,), com meio de incubacdo + veratridina 50uM + BAPTA-
AM 9,109 X 10°M ( BAPTA ICs), com propofol ICsq , veratridina S0uM, com propofol ICsq
+ veratridina 50pM + BAPTA-AM 9,109 X 10°M ( Propofol + BAPTA) e com propofol ICs
+ veratridina 50pM + BAPTA-AM 9,109 X 10°M + TTX 7,097 X10°M (TTX ICs), (
Propofol + BAPTA + TTX). As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de
incubagdo, acido perclérico e meio de incubagdo. Os resultados expressam a média = EPM de
pelo menos cinco experimentos independentes realizados em duplicatas. a: estatisticamente
diferente do controle; b: estatisticamente diferente da veratridina. c: estatisticamente diferente
de BAPTA + propofol. Todas as diferencas estatisticas compreendem, *** exceto as
representadas no grafico. Todos os dados foram normalizados pelo controle do dia
experimental.
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4.4 Avaliacao do efeito do KCl na liberacao de ACh em sinaptosomas de
hipocampo de ratos.

O aumento da concentragio de K" no meio externo € rotineiramente utilizado in vitro
para mimetizar o efeito despolarizante de um potencial de ag¢do sobre a liberacdo de ACh e
outros neurotransmissores. A despolariza¢do por KCI consiste no aumento exacerbado de fons
K" na regido extracelular, o que induz o influxo deste ion devido 4 concentra¢do diferenciada
entre os meios intracelular e extracelular. Tal acontecimento leva 4 alteracdo do potencial de
membrana celular que culmina com a abertura de canais para Ca®* sensiveis 4 voltagem. Com
isso, tem-se um aumento da concentragdo intracelular de Ca®* ([Ca™];). Esta aumenta tanto pelo
influxo deste fon como também pela liberagio de Ca’* de estoques internos e por inibi¢io do
efluxo ou seqiiestro do mesmo. Dessa forma, ao utilizarmos o KCl como estimulo
despolarizante em nosso modelo experimental buscamos avaliar a liberacio de [’H]-ACh
ocasionada de maneira dependente do fon Ca®*.

No intuito de verificar a magnitude da liberacio de ['H]-ACh induzida pelo KClI,
realizamos uma curva dose resposta de liberacio de [’H]-ACh na presenca de concentracdes
diferenciadas deste sal.

As aliquotas do sinaptosoma foram submetidas a incubagdo com meio de incubacio na
Série 1 e na Série 2 foram estimuladas com diferentes concentracdes de KCI. As concentracdes
de KCl testadas foram 0,1mM; 1mM; 15mM; 30mM; S0mM; 100mM e 140mM, realizadas em
duplicata. Apenas as concentragdes de 15mM; 30mM; 50mM e 100mM estdo apresentadas na
figura abaixo, uma vez em que os valores de 0,1 e ImM ndo apresentaram diferenga estatistica
significativa (p>0,05) na liberacdo de [’H]-ACh em relacdo 4 concentragio de 15mM e que a
concentracdo de 140mM também ndo apresentou diferenca estatistica significativa (p>0,05) na
liberacio de [*H]-ACh em relacio 4 concentragio de 50 e de 100mM.

A figura 20 demonstra que a liberagio de ['H]-ACh induzida por KCI é dose
dependente e atingiu platd na concentracdo de 50mM. Assim, a partir desse valor a liberagdo
maxima de [*H]-ACh induzida pelo KClI foi atingida, nio havendo diferenca estatistica (p>0,05)
na liberacio de [’H]-ACh evocada por KCl 50mM ou por KCI 100mM, conforme sugerido pela
figura 20 (A). Logo, a concentragdo que passamos a utilizar em nossos experimentos foi de 50
mM que apresentou uma fracio de liberagio de [’H]-ACh de 0,059905 e provocou um aumento
de 1069,73% em relagdo ao controle (fracio de liberacdo de [*H]-ACh de 0,0056).

O ECsy, que € a concentracdo efetiva capaz de evocar 50% da liberacdo maxima de

[*H]-ACh foi de 32mM, conforme calculado na figura 20 (B).
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Figura 20 - O KCI evoca a liberacio de [*H]-ACh de forma dose dependente. A): Grafico
de barras de liberaciao de [’H]-ACh evocada pelo KCIL. (B): Curva dose resposta de KCL
Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-cAmaras
do aparelho de perfusdo. Durante a Série los sinaptosomas foram incubados com meio de
incubacdo; na Série 2 foram estimulados com as seguintes concentracdes de KCIl: 0,1mM;
ImM; 15mM; 30mM; 50mM; 100mM e 140mM. Apenas as concentra¢des de 15mM; 30mM;
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50mM e 100mM estdo apresentadas na figura 20 (B). As séries 3, 4 e 5 corresponderam,
respectivamente, a meio de incubacdo, 4cido perclérico e meio de incubagdo. Os resultados
expressam a média + EPM de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em
duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do controle, P<0,05; b: estatisticamente diferente do
KCl1 0,ImM P<0,05; c: estatisticamente diferente do KCl 1mM P<0,05; d: estatisticamente
diferente do KCI 15mM P<0,05; e: estatisticamente diferente do KCI 30mM P<0,05. Todas as
diferencas estatisticas compreendem, ***_ exceto as representadas no grafico.

4.5 Avaliacao do efeito do propofol na liberacao de ACh em sinaptosomas de
hipocampo de ratos, evocada por KCI.

Ap6s a comprovacio de que o KCl era capaz de evocar a liberacio de [*’H]-ACh foram
realizados experimentos para avaliar o efeito do propofol na liberacio de [’H]-ACh evocada por

KCIL

As aliquotas do sinaptosoma foram submetidas 4 incubacido com propofol em diferentes
concentracdes na Série 1 e na Série 2 foram estimuladas com concentra¢des diferenciadas de
propofol simultaneamente com KCl 50mM, valor que evocava a estimulagdo méixima de
liberacio de [’H]-ACh em nosso modelo. A escolha deste valor para a realizacdo dos
experimentos em detrimento do valor de ECsy ocorreu, pois, foi objetivo de nosso trabalho
otimizar a resolu¢do de nosso sistema. As concentra¢des de propofol testadas foram 1uM, 10
uM, 30 uM, 50 uM e 100 pM, realizadas em duplicata.

A figura 21 (A) demonstra que o propofol é capaz de inibir a liberagio de [’H]-ACh
induzida por KCI. Todas as concentracdes testadas de propofol foram capazes de reduzir a
liberacio de [*H]-ACh, no entanto, nio houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) na
liberacio de [*H]-ACh mediante as diferentes concentracdes do anestésico.

0 ICs, que é a concentracio efetiva capaz de inibir 50% da liberagdo maxima de [*H]-

ACh foi de 25,41uM, conforme calculado na figura 21 (B).
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Figura 21 - O propofol inibe a liberacio de ACh evocada por KCl. . (A): Grafico de barras
de inibicao da liberacao de [*H]-ACh, evocada pelo KCI, pelo propofol. (B): Curva dose
resposta de propofol mediante estimulo de KCl 50 mM. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma
foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-camaras do aparelho de perfusdo. Durante a
Série 1 os sinaptosomas foram incubados com propofol em diferentes concentracdes. As
concentracdes de propofol testadas foram 1uM, 10 uM, 30 pM, 50 uM e 100 uM. Na Série 2
foram estimuladas com concentracdes diferenciadas de propofol simultaneamente com KCI1 50
mM, valor que evocava a estimulacio maxima de liberacio de [*’H]-ACh em nosso modelo. As
séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubacdo, dcido perclérico e meio
de incubagdo. Os resultados expressam a média £ EPM de pelo menos cinco experimentos
independentes realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do controle P<0,05; b:
estatisticamente diferente do KCI 50mM P<0,05 Todas as diferencas estatisticas compreendem,
*%% exceto as representadas no grafico.

4.6 Avaliacao do mecanismo de acio do propofol

ApGs a comprovagio de que o propofol era capaz de reduzir a liberacdo de [*H]-ACh, evocada
por KCI, em sinaptosomas de hipocampo de ratos, avaliamos se o fon Ca** presente no meio extra e

no meio intracelular estaria envolvido nesse processo.

4.6.1 Avaliacao da participacao dos ions Ca’* extracelular

A liberacio de [’H]-ACh evocada por KCl, conforme explicitado no item 4.5 é dependente do fon
Ca®. Como demonstrado nos resultados anteriores a despolarizacio com KCI 50mM induziu
aumento na concentracio de Ca™ intracelular e estimulou a liberagio de [*H]-ACh. Os dados
apresentados previamente demonstraram que na presenca de propofol a liberacdo do neurotransmissor
foi reduzida. Assim, foi de interesse avaliar se 0 mecanismo de acdo do anestésico para reduzir a
liberagdo de [’H]-ACh era dependente do Ca** extracelular. Para a realizacio de tais experimentos

foi utilizado EGTA, um quelante de Ca®" extracelular.

Inicialmente foi feita uma curva dose resposta de EGTA com o objetivo de determinarmos a
melhor concentragc@o desse reagente a ser utilizada em nosso modelo experimental. A necessidade da
realizacdo de tais experimentos ocorreu em funcdo de ndo existir na literatura protocolos que
empregassem o EGTA em modelos de sinaptosomas de hipocampo submetidos 4 perfusio em
camaras tais como utilizado por nosso grupo. Além disso, a concentracio de EGTA sugerida na
literatura para utilizagdo em sinaptosomas, que € de 2mM (Helton J. REIS e colaboradores, 1999) foi
testada em nosso modelo e gerou efeito inibitério quase total sobre a liberagdo de neurotransmissores.
Assim, foi necessdria a realizacdo de uma curva dose resposta de EGTA para escolhermos uma
concentracdo de trabalho a ser usada em nosso modelo que ocasionasse uma reducdo da liberacdo de

[’H]-ACh em 50% para que quando o propofol fosse adicionado aditivamente ao EGTA fosse
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possivel avaliar se ambos reagentes, conjuntamente, gerariam maior reducdo na liberacdo de ["H]-

ACh ou nao.

A figura 22 (A) demonstra que a liberacio de [*’H]-ACh induzida por KCI é reduzida na presenca
de EGTA, ou seja, que a liberagciio do neurotransmissor é dependente de Ca®* extracelular. Para a
constru¢do da curva foram utilizadas as seguintes concentracdes de EGTA: 0,0625mM; 0,125mM,;
0,25mM; 0,5mM; ImM; 2mM e 3mM. A concentracio de EGTA 3mM nédo apresentou diferenca
estatistica significativa (p>0,05) na liberacdo de [’H]-ACh em relagio ao controle, apresentando a

inibigdo total da liberacdo de neurotransmissores.

O ICsp, que é a concentracio efetiva capaz de inibir 50% da liberagio méxima de ["H]-ACh

foi de 0,2287mM de EGTA, conforme calculado na figura 22 (B).
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Figura 22 - O EGTA inibe a liberacio de ACh evocada por KCl. (A): Grafico de barras de
inibicdo da liberaciio de ['H]-ACh, evocada pelo KCI, em presenca de EGTA. (B): Curva
dose resposta de EGTA. Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada
uma das 12 mini-camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 1os sinaptosomas foram
incubados com EGTA em diferentes concentragdes. As concentragdes de EGTA testadas foram
0,0625mM; 0,125mM; 0,25mM; 0,5mM; ImM; 2mM e 3mM. Apenas as concentracdes de
0,0625mM; 0,125mM; 0,25mM; 0,5mM; ImM e2mM estdo apresentadas na figura 22 (B). Na
Série 2 as aliquotas foram estimuladas simultaneamente com KCI 50mM, valor que evocava a
estimulacio maxima de liberacdo de [’H]-ACh em nosso modelo e as diferentes concentracdes
de EGTA. As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubagdo, dcido
percldrico e meio de incubagdo. Os resultados expressam a média + EPM de pelo menos cinco
experimentos independentes realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do
controle P<0,05; b: estatisticamente diferente de KCl 50mM P<0,05, c: estatisticamente
diferente de EGTA 0,0625mM P<0,05; d: estatisticamente diferente de EGTA 0,125mM
P<0,05; e: estatisticamente diferente de EGTA 0,25mM P<0,05; f: estatisticamente diferente de
EGTA 0,5mM P<0,05; g: estatisticamente diferente de EGTA 1 mM P<0,05, h: estatisticamente
diferente de EGTA 2 mM P<0,05 e i: estatisticamente diferente de EGTA 3 mM P<0,05. Todas
as diferencas estatisticas compreendem, ***, exceto as representadas no grafico.

Apé6s a determinagdo da concentragdo de EGTA a ser utilizada em nosso trabalho,
aliquotas do sinaptosoma foram submetidas 4 incubag¢do com propofol na concentragdo de 25,41

UM (ICsy do propofol mediante estimulo com KCl S0mM) simultaneamente 4 incubacdo com
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EGTA na concentragdo de ICsy (0,2287mM) na Série 1. Na Série 2 os sinaptosomas foram
estimulados com KCI50mM e propofol na concentracdo de 25,41 uM, simultaneamente.

A figura 23 demonstra que houve efeito aditivo do propofol com o EGTA, pois, houve
diferenca estatistica significativa (p< 0,05) na libera¢io de [*’H]-ACh entre o grupo propofol +
EGTA (porcentagem de inibicdo da liberacio de [’H]-ACh de 40,5804%) com o grupo propofol
(porcentagem de inibicdo da liberagdo de [*H]-ACh de 62,2167%) e entre o grupo propofol +
EGTA (porcentagem de inibicdo da liberagio de ['H]-ACh de 40,5804%) com o grupo EGTA
(porcentagem de inibicdo da liberacdo de [*’H]-ACh de 59,3469%). Este resultado sugere que o

mecanismo de atuagdo do propofol envolve outro sitio de acio diferente do Ca®" extracelular.
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Figura 23 - O mecanismo de atuacio do propofol nao esta relacionado ao Ca™
extracelular. Aliquotas de 200pL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12
mini-camaras do aparelho de perfusdo. Durante a Série 1os sinaptosomas foram incubados com
meio de incubacdo (cdmaras 1-2), com meio de incubacdo e EGTA 0,2287mM (camaras 3-4 e
cadmaras 7-8) ou com propofol 2541 pM (cidmaras 5-6). Na série 2 foram estimuladas
simultaneamente com KCI 50mM, valor que evocava a estimulacio maxima de liberacdo de
[’H]-ACh em nosso modelo (cAmaras 1-4 e 7-8), com KCI50mM + propofol 25,41uM (cAmaras
5-6). As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubacao, acido perclérico
e meio de incubag@o. Os resultados expressam a média = EPM de pelo menos cinco
experimentos independentes realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do
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controle. P<0,05; b: estatisticamente diferente de KCl 50mM; P<0,05 c: estatisticamente
diferente do EGTA; P<0,05 d: estatisticamente diferente de propofol IC 50; P<0,05 e:
estatisticamente diferente do EGTA + Propofol P<0,05. Todas as diferencas estatisticas
compreendem, ***, exceto as representadas no grafico. Todos os dados foram normalizados
pelo controle do dia experimental.

4.6.2 Avaliacao da participacao dos ions Ca’" intracelular.

Apbs a comprovagdo de que o mecanismo de atuacdo do propofol na neurotransmissio
colinérgica, mediante estimulo com KCI, era independente do Ca extracelular, foi de interesse
. .. - 24 - . - . . .
avaliar a participagdo do Ca™ intracelular neste processo. Para a realizacdo de tais experimentos foi

utilizado o BAPTA-AM, um quelante de Ca”" intracelular.

Inicialmente foi feita uma curva dose resposta de BAPTA-AM com o objetivo de determinarmos
a melhor concentragdo desse reagente a ser utilizada em nosso modelo experimental. A necessidade
da realizacdo de tais experimentos ocorreu em fungdo de ndo existir na literatura protocolos que
empregassem o0 BAPTA-AM em modelos de sinaptosomas de hipocampo submetidos 4 perfusio em
cdmaras tais como utilizado por nosso grupo. Assim, foi necessdria a realizacdo de uma curva dose
resposta de BAPTA-AM para escolhermos uma concentragdo de trabalho a ser usada em nosso
modelo que ocasionasse uma reducio da liberacio de [’H]-ACh em 50% para que quando o propofol
fosse adicionado aditivamente ao BAPTA-AM fosse possivel avaliar se ambos reagentes,

conjuntamente, gerariam maior reducio na liberagdo de [’H]-ACh ou nio.

A figura 24 (A) demonstra que a liberacio de [*’H]-ACh induzida por KCI é reduzida na presenca
de BAPTA-AM, ou seja, que a liberagdo do neurotransmissor é dependente dos fons Ca’* intracelular.
Para a construcio da curva foram utilizadas as seguintes concentracdes de BAPTA-AM: 10°*M; 107
M; 10° M; 10° M; 10* M. O controle induziu uma liberagio basal média de [’H]-ACh 0,0056 e o
KCL 50mM de 0,0491818. O BAPTA-AM 10°*M apresentou uma inibigdo da liberacio de [*H]-ACh
de 9,027 % (liberacao média de [*H]-ACh de 0,0447419); 0 BAPTA-AM 10" M inibiu a liberacdo de
[’H]-ACh em 26,73 % (liberagio média de [’H]-ACh de 0,0360336); o BAPTA-AM 10°M inibiu a
liberagdo de [’H]-ACh em 26,80 % (liberagdo média de [’H]-ACh de 0,0359969); 0 BAPTA-AM 10°
M inibiu a liberagcdo de [’H]-ACh em 53,13 % (liberagdo média de [*H]-ACh de 0,0230507) e o
BAPTA-AM 10* M inibiu a liberagdo de [’H]-ACh em 68,93 % (liberagdao média de [*H]-ACh de
0,0152794).

0 ICs), que é a concentracio efetiva capaz de inibir 50% da liberacio méxima de [’H]-ACh

foi de 6,37 X 10° M de BAPTA-AM, conforme calculado na figura 24 (B).
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Figura 24 - Efeito do BAPTA-AM na liberacio de [3H]-ACh evocada por KCIl. (A):
Grifico de barras de inibicio da liberaciio de [’H]-ACh, evocada pelo KCl, em presenca
de BAPTA-AM. (B): Curva dose resposta de BAPTA-AM. Aliquotas de 200uL de
sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-cAmaras do aparelho de perfusdo.
Durante a Série los sinaptosomas foram incubados com BAPTA-AM em diferentes
concentracdes. As concentragdes de BAPTA-AM testadas foram 10M; 107 M; 10° M; 10° M;
10" M. Apenas as concentracdes de 107 M; 10° M; 10° M e 10* M estio apresentadas na
figura 24 (B). Na Série 2 as aliquotas foram estimuladas simultaneamente com KCl 50mM,
valor que evocava a estimulagio maxima de liberagio de ['H]-ACh em nosso modelo e as
diferentes concentragdes de BAPTA-AM. As séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a
meio de incubagdo, acido percldrico e meio de incubagdo. Os resultados expressam a média
EPM de pelo menos cinco experimentos independentes realizados em duplicatas. (A) a:
estatisticamente diferente do controle P<0,05; b: estatisticamente diferente de KCl 50mM
P<0,05, c: estatisticamente diferente do BAPTA-AM 10®M P<0,05; d: estatisticamente
diferente do BAPTA-AM 107'M P<0,05; e: estatisticamente diferente do BAPTA-AM 10°M
P<0,05; f: estatisticamente diferente do BAPTA-AM 10°M P<0,05. Todas as diferencas
estatisticas compreendem, *** exceto as representadas no grafico.

Ap6s a determinacdo da concentracdo de BAPTA-AM a ser utilizada em nosso trabalho,
aliquotas do sinaptosoma foram submetidas 4 incubag¢@o com propofol na concentragio de 25,41
UM (ICsy do propofol mediante estimulo com KCl S0mM) simultaneamente & incubacdo com
BAPTA-AM na concentracio de ICsy (6,37 X 10° M) na Série 1. Na Série 2 os sinaptosomas
foram estimulados com KCI50 mM, propofol na concentra¢do de 25,41 uM e BAPTA-AM na
concentracdo de ICs, (6,37 X 10°° M) simultaneamente.

A figura 25 demonstra que nao houve efeito aditivo entre os grupos propofol + BAPTA-
AM (porcentagem de inibi¢do da liberacio de [*H]-ACh de 40,4608%) com o grupo propofol
(porcentagem de inibi¢do da liberacio de [’H]-ACh de 53,0471%) e nem entre o grupo propofol
+ BAPTA-AM (porcentagem de inibicio da liberagdo de [*H]-ACh de 40,4608%) com o grupo
BAPTA-AM (porcentagem de inibicdo da liberacdo de [’H]-ACh de 53,4929%). Este resultado
sugere que o mecanismo de atuacio do propofol envolve a participacio dos fons Ca™

intracelular.
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Figura 25 - O mecanismo de atuaciio do propofol estd relacionado ao Ca** intracelular.
Aliquotas de 200uL de sinaptosoma foram acondicionadas em cada uma das 12 mini-cAmaras
do aparelho de perfusdo. Durante a Série los sinaptosomas foram incubados com meio de
incubagdo (cdmaras 1-2); com meio de incubacdo e KCl SmM (camaras 3-4); com meio de
incubagdio e TTX 7,097 X10°M (TTX ICsp) (cAmaras 5-6); com BAPTA-AM 6,37 X 10° M
(BAPTA-AM ICs;) (cAmaras 7-8); com propofol 25,41 uM (cAmaras 9-10) e com propofol
25,41 uM + BAPTA-AM 6,37 X 10° M (BAPTA-AM ICs) (cAmaras 11-12). Na série 2 foram
estimuladas simultaneamente com KCl 50mM, valor que evocava a estimulacdo maxima de
liberagdo de [3H]—ACh em nosso modelo (cAmaras 1-4), com KCI 50 mM + TTX 7,097 X10°M
(TTX ICsp) (cAmaras 5-6); com KCl 50 mM + BAPTA-AM 6,37 X 10° M (BAPTA-AM ICs)
(camaras 7-8); com KCl 50 mM + propofol 25,41uM (camaras 9-10) e com KCl 50 mM +
propofol 2541uM+ BAPTA-AM 6,37 X 10° M (BAPTA-AM ICso) (cAmaras 11-12). As
séries 3, 4 e 5 corresponderam, respectivamente, a meio de incubagdo, acido perclérico e meio
de incubagdo. Os resultados expressam a média £ EPM de pelo menos cinco experimentos
independentes realizados em duplicatas. (A) a: estatisticamente diferente do controle P<0,05; b:
estatisticamente diferente de KCl 50 mM P<0,05; c: estatisticamente diferente de TTX
IC50P<0,05. Todas as diferencas estatisticas compreendem, ***, exceto as representadas no
grafico. Todos os dados foram normalizados pelo controle do dia experimental.
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4.7 Dosagem de Ch e de ACh presente nas amostras.

Através da utilizacio dos kits “EnzyChrom™ Coline Assay Kit (ECHO-100)" e
“EnzyChrom™ Acetylcholine Assay Kit (ECHO-100)” foi possivel quantificar a proporcio de
[’H] - Ch e de [’H] - ACh presente em nossas amostras bioldgicas através de um método ultra-

sensivel, simples, direto e de alto rendimento.

A propor¢do de Ch e de ACh encontrada nas amostras foi de 38,76% e 61,24%
respectivamente, quando utilizado o estimulo com KC1 50 mM e de 49,585% e 50,415% quando
usado o estimulo com veratridina 50uM, sem a presenca do anestésico. A presenca de propofol
ndo apresentou diferenca estatistica na proporgdo de [’H] - Ch e de [*H] - ACh, para todas as

condi¢des experimentais.

Mediante estimulo com KC1 50 mM, na presenga de propofol, a porcentagem de Ch e de
ACh na amostra foi de 40,35% e 59,65%, respectivamente. Mediante o estimulo com
veratridina 50uM, na presenca de propofol, a porcentagem de Ch e de ACh na amostra foi de
43,93% e 56,07%, respectivamente. Os dados previamente apresentados ja foram corrigidos

quando 4 proporg¢ao de [’H] - Ch e de [’H] - ACh [3H] presente nas amostras.

(A)
80- : KCl 50mM :
Eroeofol Lopolo, ofol
a,b

E 60 — _a_,b_
1]
£
E 401
(1]
c
R 20+

0 T T

vo“ vc}‘ S S

67



(B)

. veratridina 50 uM .

804 1 |
Eroeofol propofol

©  60- T
i —p—
£
o 40-
(1]
c
R 20-

0 T T

St St

Figura 26 - Proporciao de [’H] Ch e de [’H] ACh nas amostras sinaptosomais. (A):
Proporcao de [’H] Ch e de [’H] ACh presente nas amostras mediante estimulo com kcl 50
mM na presenca e na auséncia de propofol. (B): Proporcao de [’H] Ch e de [’'H] ACh
presente nas amostras mediante estimulo com veratridina 50 pM na presenca e na
auséncia de propofol. Para a deteccdo da quantidade de [’H] Ch e de [°’H] ACh presente nas
amostras, aliquotas de 20uL das amostras experimentais recolhidas dos sinaptosomas eram
colocadas em pocos individuais de placas de 96wells ja contendo 80uL da solucgdo do kit de Ch.
Outros 20uL das amostras experimentais recolhidas eram colocados em outros pogos
individuais da placa ja contendo 80uL da solucdo do kit de ACh. Apds 20 minutos da pipetagem
das amostras era realizada a leitura das placas num espectofotdometro de Fluorescéncia, da marca
VARIAN e modelo Cary Eclipsev. Foram feitas dosagens de quatro experimentos (n=4), em
duplicata, das fracdes 1 até 4, tanto para amostras estimuladas com KCISOmM como para
amostras estimuladas com veratridina 50uM. Também foram feitas dosagens de amostras
incubadas ou ndo com propofol, com o objetivo de verificar se o anestésico poderia influenciar
na formacdo de [’H]-ACh derivada da [°’H]-Ch. Os resultados expressam a média = EPM de
quatro dosagens independentes realizadas em duplicatas. a: estatisticamente diferente de Ch —
KCl 50mM, sem propofol. P<0,05; b: estatisticamente diferente de Ch —KCl 50mM, com
propofol. P<0,05. Todas as diferengas estatisticas compreendem, ***, exceto as representadas
no gréfico.
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V. Discussao
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Os anestésicos gerais apresentam potentes efeitos na transmissdo sindptica, podendo
aumentar a transmissdo sindptica inibitdria ou deprimir a transmissdo sindptica excitatdria. Estes
efeitos podem ser pré e/ou pés-sindpticos. A modulag@o positiva do receptor GABA 4 pOs-
sinapticamente, ¢ um dos principais mecanismos responsaveis pelo efeito inibitério causado
pelos anestésicos gerais voldteis e intravenosos, em concentra¢des clinicas. J4 no terminal pré-
sindptico, a reducdo da transmissdo excitatdria, também observada em concentracdes clinicas de
vérios anestésicos, pode ser decorrente da diminui¢cdo da condugdo do potencial de acdo ou da
reducdo da liberacdo de neurotransmissores (Ratnakumari Lingamaneni, 2001).Apesar de
sabermos disso, 0 mecanismo especifico pelo qual os anestésicos atuam ainda ndo se encontra
bem elucidado. Portanto, a investigacdo dos efeitos dos anestésicos na regido pré-sindptica, tais
como o efeito na liberagdo de neurotransmissores, pode fornecer informacdes adicionais em

relacdo aos mecanismos que contribuem com as agdes desses agentes durante a anestesia.

A ACh é um neurotransmissor que exerce importantes funcdes no SNC tais como
regulacdo da atividade motora, consciéncia, memdria, regulacdo do sono e vigilia e processos
cognitivos (T. Kikuchi 1998). Assim, a modulacdo da transmissd@o colinérgica pode ser um alvo
de acdo dos anestésicos, uma vez em que vdrios efeitos afetados pelos anestésicos gerais sdo
controlados por esse neurotransmissor. Para compreendermos melhor como esses agentes
podem afetar a liberagdo de neurotransmissores no SNC, avaliamos neste trabalho os efeitos
pré-sindpticos do anestésico intravenoso propofol, na neurotransmissdo colinérgica em
sinaptosomas cérebro-hipocampais de ratos. Os alvos pré-sindpticos testados foram a
participagdo dos CSSV e a participagio dos fons Ca’* extra e intracelular no mecanismo de acio
deste anestésico. A escolha de tais alvos se deu em decorréncia da essencial participagcdo dos

mesmos nos mecanismos de neurotransmissao.

Como a maioria dos estudos dos efeitos sindpticos dos anestésicos tem focado o sitio
pos-sindptico de acdo dos mesmos, foi nosso objetivo avaliar o mecanismo de a¢do do propofol
no terminal pré-sindptico e, por isso, 0 modelo utilizado em nosso trabalho foram sinaptosomas.
Tal preparacdo contém terminais nervosos capazes de estocar e liberar neurotransmissores e é
largamente usada como modelo para andlise pré-sindptica de efeitos de varias drogas. Ao
contrario das fatias cerebrais ou neurdnios in sifu, 0s sinaptosomas est@o livres da influéncia de
elementos de corpos celulares neuronais e gliais, como também de possiveis interacdes
intercelulares (Dunkley e cols., 1986). Assim, experimentos que empregam como modelo as
preparagdes sinaptosomais possuem tanto desvantagens como vantagens. Uma desvantagem
consiste no fato da exocitose em sinaptosomas nao poder ser evocada por potenciais de agdo, ja
que os terminais nervosos estdo isolados de seus axdnios. Devido a isso, em nosso trabalho,

evocamos a liberagio de [*H] - ACh na fragdo sinaptosomal através do uso de veratridina e KCI,
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substincias que mimetizaram a ocorréncia de um potencial de acdo. Como vantagem, pode-se
citar que o uso de sinaptosomas permite controlar melhor a intensidade da despolarizacdo da
membrana pré-sindptica e a concentragcdo de peptideos antagonistas além de contornar
problemas de medidas de correntes sindpticas vindas de membranas pds-sindpticas (Turner and

Dunlap, 1995).

Diversos estudos apontam a influéncia dos anestésicos gerais na neurotransmissao
colinérgica, no entanto, tais pesquisas ainda sdo inconclusivas uma vez em que cada anestésico
€ capaz de gerar um efeito diferenciado em uma regido cerebral. Embora existam alguns
trabalhos a respeito da ag¢do dos anestésicos gerais na liberacdo de ACh, ndo estd claro como
estas drogas alteram a liberacdo deste neurotransmissor.

Alguns estudos in vivo tém demonstrado uma diminui¢do da transmissd@o colinérgica na
presenca de halotano no corpo estriado de ratos (Bertorelli e cols, 1990). Este mesmo efeito foi
observado com os anestésicos sevoflurano e isoflurano em cortex cerebral de ratos in vivo e
confirmado em 2012 por Hui Wang e colaboradores, que demonstraram, através de
microdidlises, que o isoflurano € capaz de diminuir os niveis de ACh no hipocampo de ratos. J&
em outro estudo realizado em ratos anestesiados com halotano foi demonstrado um aumento da
liberacdo de ACh a partir do nticleo interpeduncular do mesencéfalo (Taguchi e cols, 1991).
Alguns estudos in vitro também mostraram resultados contraditérios com relagdo a agdo dos
anestésicos gerais volateis na liberacio de ACh. Em 1999 Gomez e colaboradores
demonstraram que o halotano aumenta a liberac@o basal de ACh em fatias de cdrtex cerebral de
ratos e em 2000 o mesmo grupo de pesquisa demonstrou que o isoflurano € capaz de evocar a
liberagio de Ca®* dos estoques intracelulares e, consequentemente, aumentar a liberacio de
[’H]-ACh em fatias de cértex de ratos. O aumento da liberagdo de ACh também foi observado
em fatias de striatum de ratos na presenca do halotano (Adachi e cols, 2001). No entanto,
Griffiths e cols (1995), utilizando-se da mesma prepara¢do experimental, demonstraram que o
halotano diminui a liberagdo de ACh estimulada por KCI (Griffiths e cols, 1995). Por outro lado
nenhum efeito na liberagdo de ACh induzida por KClI foi observado em cértex cerebral de ratos
na presenca de halotano, enflurano ou metoxiflurano (Bazil & Minneman, 1989).

Para os anestésicos gerais intravenosos ha uma escassez ainda maior de dados sobre o
efeito destes agentes na neurotransmissdo colinérgica e auséncia de estudos que sugiram o
mecanismo de ac¢do utilizado pelos agentes intravenosos para modificarem a liberacdo da ACh.

Alguns estudos in vivo realizados com microdidlises demonstraram uma tendéncia do
propofol em reduzir a liberagdo de ACh no cérebro de ratos. Em 1998 Kikuchi e colaboradores
demonstraram diminuicdo da liberacdo de ACh no cértex e no hipocampo de ratos enquanto
nenhum efeito foi observado no striatum na presenca de propofol. Em 2000 Wang Y e

colaboradores corroboraram com a literatura ao demonstrarem que o propofol é capaz de reduzir
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a liberacdo de ACh no hipocampo de ratos jovens e idosos. Neste mesmo estudo, realizado in
vivo por microdidlise, também foi sugerido que a ketamina evoca a liberagdo de ACh em ratos
jovens e idosos, sendo que nesses ultimos o efeito foi ainda mais pronunciado.

Apesar das observagdes in vivo sugerirem que o propofol diminui a liberacdo de ACh
em hipocampo de ratos, nenhum estudo in vitro a respeito da acdo deste agente na liberacao de
ACh no SNC foi encontrado na literatura. Além disso, ndo foi encontrado nenhum estudo que
relatasse os mecanismos de ag¢do empregados pelo propofol para exercer seu efeito na
neurotransmissao colinérgica.

No presente estudo demonstramos que o propofol per si nas concentragdes de 1, 10, 30,

3
100 e 1000 pM apresentou tendéncia de diminuir a liberacdo espontanea de [ H]-ACh em

sinaptosomas de hipocampo de ratos (p< 0.05), em todas as concentracdes testadas (Figura 12).

O efeito de redugdo da liberagdo de [’H]- ACh no hipocampo ocasionado pelo propofol
foi condizente com os dados de estudos in vivo encontrados na literatura (Kikuchi et al, 1998;
Wang Y et al, 2000) e reforcaram a ideia da participagdo dos neurdnios colinérgicos na
manutencdo da consciéncia. O anestésico em questdo tem seu uso amplamente difundido,
principalmente, pela conhecida caracteristica do mesmo em gerar quadros de amnésia retrograda
nos pacientes e a literatura sugere que redugdo na liberacdo de ACh no hipocampo pode estar
relacionada com déficits na formagdo da memodria (Linda K, Gorman e colaboradores, 1994),
uma vez em que esse neurotransmissor e tal drea cerebral estdo envolvidos no processo de
formag¢do de memoria. Dessa forma, o efeito observado do propofol na neurotransmissdo
colinérgica pode ser um dos mecanismos que justifique o efeito fisiolégico de amnésia

caracteristico desse agente.

Como a liberagcdo basal de ACh pelos sinaptosomas de hipocampo de ratos é muito

3
baixa (AX fragdo de liberagdo de [’H]-ACh média de 0,0057) evocamos a liberagdo de [ H]-ACh
em nosso modelo, com veratridina e com KCl, com o objetivo de aumentarmos a resolucio de
nosso sistema e conseguirmos avaliar melhor o efeito aditivo dos reagentes utilizados em nossos

experimentos.

Inicialmente, investigamos o efeito da veratridina, um estimulo despolarizante depende
dos canais para Na*, na liberacdio de [’H]- ACh em sinaptosomas de hipocampo de ratos. Tal
toxina foi capaz de aumentar em 1564,91% a liberagdo de [’H]- ACh (figura 13). O ECsg, que é
a concentracio efetiva capaz de evocar 50% da liberagio maxima de [*H]-ACh foi de 16,93uM,

conforme calculado na figura 13 (B). Apesar de calculado o ECs, o valor de veratridina

3
empregado em nossos experimentos foi de 50uM, responsavel pela liberagdo maxima de [ H]-

ACh e, portanto, capaz de aumentar a resolugdo experimental.
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Uma vez mimetizada a ocorréncia do potencial de a¢do o sinaptosoma foi incubado
com diferentes concentra¢des do anestésico intravenoso e foi possivel avaliar que tal agente era
capaz de inibir a liberacio de [’H]- ACh no hipocampo. Concentra¢des sub (1 e 3 pM),
anestésicas (10-30-100uM) e supra-anestésicas (1000 uM) de propofol (Cheng —Wei Lu e
colaboradores 2009) inibiram a liberacdo de [’H]-ACh, evocada por veratridina, de maneira
dose dependente (figura 14). O ICsy do propofol, mediante estimulo com veratridina, foi de

100pM.

Apbs a sugestdo de que o anestésico reduzia a liberagdo de [3H]—ACh em sinaptosomas
de hipocampo de ratos realizamos experimentos com a intenc¢do de avaliar o mecanismo de agdo
empregado por esse agente para exercer seu efeito na neurotransmissdo colinérgica. Foi entdo
determinado o valor de ICsy da TTX a ser empregado em nosso modelo para realizamos os

experimentos de efeito aditivo (figural7).
O primeiro resultado encontrado (figura 16) demonstra que tanto o anestésico como a
3
TTX, individualmente, s@o capazes de reduzir a liberacdo de [ H]-ACh. A redugéo da liberagéo

3 3
de [ H]-ACh causada pela TTX (porcentagem de liberacdo de [ H]-ACh de 57,1948%) pode ser

explicada pelo bloqueio que esse agente causa nos CSSV. Buscando justificar porque o

3
anestésico (porcentagem de liberacdo de [ H]-ACh de 49,3326%) também seria capaz de gerar

esse efeito, realizamos experimentos de administragdo concomitante de TTX e propofol
3
(porcentagem de liberacdo de [ H]-ACh de 59,6742 %) nas amostras sinaptosomais. Foi

observado que nio houve efeito potencializador de reducdo da liberacdo de [SH]-ACh nos
sinaptosomas de hipocampo de ratos. Esse resultado sugere que o mecanismo de agdo do
propofol € similar a0 mecanismo de ac¢do da TTX. O efeito inibitdrio apresentado pelo propofol
em nosso modelo experimental talvez possa ser explicado por sua a¢cdo no bloqueio de CSSV na
forma ativada ou inativada de forma reversivel (Haeseler e cols., 2003; Reckiegel e cols., 2002;
Irnaten e cols., 2002). O dado obtido confirmou os dados ja existentes na literatura, que sugerem
que o propofol é capaz de atuar na dinimica do Na". Em 1997, Ratnakumari ¢ Hemmings
demonstraram que o propofol inibiu o aumento da concentracdo interna de Na® sinaptosomal
evocado por veratridina com ICsy de 13uM. Em 2001, Ratnakumari e Hemmings sugeriram que
o propofol (10-100uM) inibiu, de forma dose dependente, o influxo de Na induzido por
veratridina em sinaptosomas de cértex de ratos. Ainda neste estudo, foi demonstrado que o
mecanismo de agdo do anestésico estaria envolvido com uma inibi¢do dos CSSV relacionada
com uma interag@o preferencial do anestésico com o estado inativado do canal. Em um estudo

eletrofisioldgico, propofol e isoflurano inibiram CSSV em terminais nervosos de ratos isolados
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(Ouyang e cols., 2003). Cheng-Wei Lu e colaboradores, em 2009, realizaram experimentos em
sinaptosomas de cortex de ratos, mediante estimulo com veratridina e sugeriram que o propofol,
em doses subanestésicas, € capaz de aumentar a liberacdo de glutamato. Segundo este trabalho,
o mecanismo de facilitacdo da liberacdo de glutamato pelo anestésico estd relacionado ao

aumento da excitabilidade da membrana e envolve a participagdo dos CSSV.

Apds a andlise da participagdo dos CSSV no mecanismo de acdo do propofol foi
avaliado a participacdo dos fons Ca**, importantes mediadores da neurotransmissio. A figura 17
apresenta o resultado obtido de um experimento de efeito aditivo entre EGTA e propofol
mediante estimulo com veratridina. Conforme se sabe, a veratridina causa uma despolarizagdo
no terminal dependente de Na* e secundariamente dos fons Ca** (Ratnakumari Lingamanesi,

2001). Assim quando estimulamos o terminal com veratridina S0uM na presenca de EGTA ICsy,
3
houve reducdo de aproximadamente 50% da liberacdo de [ H]-ACh (porcentagem de liberagéo

3
de [ HJ-ACh de 64,6582%). Isso porque a veratridina manteve os CSSV abertos por mais
tempo, o que levou a um maior influxo de Na* para o terminal e despolariza¢io do mesmo,
culminando com influxo de Ca**. Na presenca de EGTA, um quelante de Ca™* extracelular, 50%

, 2. . . . . s ~
dos fons Ca”" extracelular foram eliminados do meio externo e devido 4 menor concentragio

3
desse ion, houve menor influxo do mesmo o que justifica a menor liberacdo de [ H]-ACh. Esse
resultado foi coerente com o esperado, uma vez em que a exocitose é dependente do aumento da
~ , 2+ . . . ~ P ., .
concentracdo de fons Ca™" no meio intracelular para que haja a fusdo das vesiculas sindpticas

contendo os neurotransmissores com a membrana do terminal.
Ainda nessa figura observamos que a incubagdo do sinaptosoma com o propofol 100pM
3
(porcentagem de liberacdo de [ H]-ACh de 65,9069%) também foi capaz de reduzir em 50%,

aproximadamente, a liberacdo de [BH]—ACh em sinaptosomas de hipocampo de ratos. A fim de
entender de que forma o anestésico exerceu esse efeito foi feita, simultaneamente, a incubagcdo do
sinaptosoma com EGTA e propofol. Nao foi observado efeito aditivo entre tais reagentes, o que nos
sugere que o propofol atua de forma similar ao EGTA. Como o EGTA quela o célcio extracelular, o
resultado desse experimento nos sugere que o mecanismo de acdo do anestésico € dependente do
célcio extracelular. No entanto, o resultado encontrado foi questionado ao avaliarmos que conforme
desvendado nos experimentos prévios, o propofol atua bloqueando os CSSV. Assim, a ndo ocorréncia
de efeito aditivo entre EGTA e propofol poderia ser interpretada como uma independéncia dos ions
Ca’" extracelular pelo anestésico, uma vez em que estando 50% dos CSSV bloqueados pelo propofol
ao se quelar 50% dos fons Ca** extracelular ndo foi observado nenhum efeito somatério na liberagio

de [’H]-ACh. Dessa forma, o experimento realizado ndo foi conclusivo.
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Ap6s a avaliagdo da participagdo do fon Ca™ extracelular no mecanismo de agio do

anestésico questionamos se o Ca”" intracelular ndo poderia também estar envolvido.

A hipdtese proposta por nosso grupo foi que o propofol poderia reduzir a liberagdo de
[’H]-ACh através da reducio ou da inibicdo da liberacdo de Ca®* intracelular dos estoques e,
consequentemente, diminuir a liberacdo de neurotransmissores. Nossa hipétese € fundamentada
nas crescentes premissas sugerindo que a exocitose pode ser regulada pelo Ca®* liberado dos
estoques intracelulares (Rodrigo Resende, Silvia Guatimosim e Maria de Fatima Leite, 2012). A
fundamentagdo basica dessa linha de pesquisa € que a abertura de receptores IP; ou de rianodina
resulta em eventos capazes de aumentar a exocitose ou gerar microdominios de alta
concentragio de Ca®* necessdrios para disparar a exocitose. Para esse mecanismo operar,
entretanto, € necessario que algumas porgdes do reticulo endoplasmatico estejam em posi¢des

intimamente proximas 4 membrana plasmatica, bem como associado a vesiculas secretdrias.

Para a realizac@o de tais experimentos foi necessério descobrir se 0 mecanismo de a¢do
da veratridina recrutava os fons Ca* intracelular. Se a veratridina recrutasse a participacio
desses ions seria possivel avaliar ao efeito do anestésico em reduzir ou inibir a liberacdo dos
fons Ca’* dos estoques intracelulares. Caso contririo, a andlise da participagdo dos fons Ca™
intracelular no mecanismo de acdo do propofol seria impossibilitada de ser avaliada mediante
estimulo com veratridina. Foram entdo realizados experimentos com o reagente BAPTA-AM
(porcentagem de liberagio de ["H]-ACh de 43,728% - figura 24) em que comprovou-se que a
veratridina recrutava os fons Ca’" intracelular, pois, na presenca de tal substincia a liberagio de

[*H]-ACh foi reduzida.

Os resultados dispostos na figura 19 demonstram que houve efeito aditivo entre o grupo
BAPTA-AM ICsy + Propofol ICs, (liberagdo média de [*H]-ACh de 31,545%) com o Propofol
ICso (liberagdo média de [’H]-ACh de 58,6599%), mas ndo com o grupo BAPTA-AM ICs
(liberacdo média de [*H]-ACh de 43,728%). Como o efeito aditivo ndo foi observado entre o
grupo BAPTA-AM + Propofol com ambos os grupos em separado exclui-se o efeito somatério
de ambos reagentes. Esse dado sugere que o mecanismo de acdo do propofol € similar ao

BAPTA-AM, ou seja, depende dos ions Ca 2* intracelular.

No entanto, como resultados prévios haviam nos demonstrado que o propofol atua
bloqueando os CSSV assim como a TTX, avaliamos que ao atuar nos CSSV o propofol
bloqueou em 50% a despolarizagdo e, portanto, inibiu o estimulo necessdrio para o recrutamento
de Ca ** intracelular. Dessa forma, ndo seria possivel concluir se o mecanismo de agdo do

propofol é dependente ou nio do Ca ** intracelular.

Somado a isso, em 1993, V Adam-Vizi, Z Deri, P Bors e L Tretter, publicaram um
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artigo sugerindo que a veratridina € capaz de estimular a liberagdo de ACh apenas pelo aumento
da concentra¢do de Na* intracelular em sinaptosomas de cértex de cobaias. Neste trabalho, os
sinaptosomas foram incubados com ['*C]-Ch e ap6s estimulados com veratridina ( 5-40 pM) na
auséncia de fons Ca*" extracelular foi observada a liberacio de ['*C]-ACh sem alteracio
significativa na [Ca™]i. Cabe ressaltar que, segundo o autor, 0 aumento ha [Ca™]i necessério
para a ocorréncia da exocitose era tdo pequeno que ndao poderia ser detectado pela sonda
empregada para avaliar variacdes na [Ca®*]i nos sinaptosomas. Na presenca dos fons Ca™*
extracelular foi observada a liberacio de ['*C]-ACh com aumento na concentragio de fons Ca**
intracelular. Sabendo disso, avaliamos que a andlise da participacio dos fons Ca® no
mecanismo de acdo do propofol mediante estimulo com veratridina poderia estar sendo
mascarada pela atuacio exclusiva do fon Na*, pois, independentemente da agdo dos fons Ca™*
estaria havendo liberacdo de [*’H]-ACh em funcio do aumento interno de fons Na* ocasionado
pela veratridina. Assim para realmente avaliar a participacdo dos fons Ca®* no mecanismo de
acdo do anestésico foi necessdrio empregar um estimulo de liberacio de ['H]-ACh que
independesse de Na* e dependesse, exclusivamente dos fons Ca’*. O estimulo escolhido foi o

KCL

A figura 20 demonstra o efeito do KCI na liberagdo de [’H]- ACh em sinaptosomas de
hipocampo de ratos. Tal agente, na concentracdo de 50 mM, foi capaz de aumentar em
1069,73% a liberacdo de [*’H]-ACh em relagdo ao controle (fragdo de liberagdo de ["H]-ACh de
0,0056). O ECs, que € a concentragdo efetiva capaz de evocar 50% da liberagdo maxima de
[’H]-ACh foi de 32mM, conforme calculado na figura 20 (B). Apesar de calculado o ECsy, o

valor de KCI empregado em nossos experimentos foi de 50mM, responsavel pela liberagdo

3
maxima de [ H]-ACh e, portanto, capaz de aumentar a resolugdo experimental.

Uma vez desencadeada a despolarizagdo do sinaptosoma o mesmo foi incubado com
diferentes concentragdes do anestésico intravenoso e foi possivel avaliar que tal agente era
capaz de inibir a liberacdo de [*H]- ACh no hipocampo. Concentracdes subanestésicas (1 uM) e
anestésicas (10-30 -50-100uM) (Cheng —Wei Lu e colaboradores 2009) de propofol inibiram a
liberacio de [’H]-ACh, evocada por KCI, em todas as concentragdes testadas, sem diferenca
estatistica significativa (figura 20). O ICsy do propofol, mediante estimulo com KCI, foi de

2541uM.

Apesar de termos trabalhado com concentracdes de KCI (50mM — liberagdo de [*H]-
ACh de 0,059905) e de veratridina (50uM- liberagio de ['H]- ACh de 0,0388478) que
evocavam magnitudes de liberacio de [’H]- ACh diferenciadas nos sinaptosomas, foi possivel

perceber que a poténcia do anestésico foi maior mediante estimulo com KCl 50mM (ICs, do
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propofol foi de 25,41uM) do que o estimulo com veratridina 50uM (ICsy do propofol foi de
100uM). Em relag@o ao KCl, todas as concentracdes testadas de propofol geraram um mesmo
efeito inibitério na liberacdo de [’H]- ACh enquanto que para a veratridina o efeito inibitério foi
dose-dependente. O propofol, em concentracdes supra-anestésicas (300 e 1000uM), atingiu
100% de inibicdo de liberacio de ["H]- ACh evocada por veratridina (figura 14) enquanto que a
liberacdo de [*H]- ACh, ao ser evocada por KCI, foi inibida pelo propofol ( figura 20), em
concentracdes presentes dentro de uma faixa anestésica ( 1-100pM) (Cheng —Wei Lu e
colaboradores 2009), sem atingir a inibicdo maxima e sem haver diferenca estatistica
significante entre nenhuma das doses empregadas. Esse dado estd de acordo com os dados
obtidos por Ratnakumari e colaboradores em 2001. Nesse estudo, foi avaliado o efeito do
propofol na liberagdo de glutamato e foi observado que quando a liberacdo deste
neurotransmissor era evocada por veratridina a inibi¢do causada pelo anestésico era total
(100%) e que quando a liberacao de glutamato era evocada por KCl o anestésico somente gerou
efeito inibitério até a concentracdo de 40uM, sem atingir inibi¢do total da liberacdo de

glutamato.

Ainda nesse estudo foi demonstrado que a poténcia do propofol foi maior em inibir a
liberacdo de glutamato quando evocada por veratridina do que por KCI. Esse dado foi contrario
ao encontrado por nosso grupo. Ratnakumari e colaboradores sugerem que a sensibilidade dos
anestésicos gerais aos canais idnicos de Na* é maior que a sensibilidade aos canais de Ca®* e por
isso foram encontradas tais diferengas na acdo do anestésico frente aos estimulos de KCl e de
veratridina. Conforme descrito pelos autores deste trabalho, apesar dessa hipdtese ser plausivel,
ndo é possivel eliminar a possibilidade de que a diferenca na poténcia do anestésico seja em
funcdo da existéncia de distintos mecanismos de acdo do KCIl e da veratridina que ndo

necessariamente se relacionam 4 sensibilidade do anestésico aos canais 10nicos.

Sequencialmente, foram realizados experimentos para verificar se o mecanismo de ag¢do
do propofol envolvia a participacio dos fons Ca®*. Para isso, aliquotas dos sinaptosomas de
hipocampo de ratos foram estimulados com KCl 50mM e incubados com EGTA, um quelante

de Ca’" extracelular, no valor de ICs, (0,2287mM) — figura 23.

A figura 23 representa os dados obtidos num experimento de efeito aditivo entre
Propofol e EGTA. O efeito somatério desses dois agentes (porcentagem de liberacdo de [*H]-
ACh de 40,5804%) apresentou efeito aditivo em relacdo ao EGTA 0,2287mM (porcentagem de
liberacio de [*H]- ACh de 59,3469%) e em relagdo ao propofol 2541 uM (porcentagem de
liberagdo de [’H]- ACh de 62,2167%). A presenca de efeito aditivo nos permite inferir que o
anestésico atua por um mecanismo de acdo além do mecanismo exercido pelo EGTA. Como o

EGTA quela o Ca* extracelular, o propofol atua de forma independente desse Ca*. A
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independéncia do Ca** extracelular pelo propofol ja foi relatado em outros estudos envolvendo
neurotransmissdo. Em 2002, Pashkov e Hemmings, demonstraram que o propofol aumenta a
liberacdo de norepinefrina em sinaptosomas de cértex de ratos de forma independente do Ca™
extracelular. Em 2009, Cheng-Wei Lu e colaboradores demonstraram que o propofol em doses
subanestésicas aumenta a libera¢do de glutamato em sinaptosomas de cértex de ratos de maneira
independente do Ca** extracelular e dependente do efluxo reverso deste neurotransmissor pelo

transportador de glutamato.

Ainda na figura 23 foi realizado um experimento para confirmar o sabido dado, de que a
despolarizagdo evocada por KCI ndo é dependente da ativacdo dos CSSV. Como pode ser
obervado, a adicio de TTX (porcentagem de liberacio de [’H]- ACh de 97,4186%) nio
bloqueou a liberagdo de [*H]- ACh induzida por KCI (porcentagem de liberacdo de [*H]- ACh
de 100%). Esse dado também pode ser confirmado por Ratnakumari Lingamaneni e

colaboradores, 2001.

A interpretacdo desse resultado nos levou a considerar a possibilidade da participagdo
dos fons Ca* intracelular no mecanismo de acdo do propofol, que foi confirmada pelos dados
apresentados na figura 25. O experimento de efeito aditivo entre BAPTA-AM ICs, (valor de
ICso de 6,37 X 10° M, determinado pelos graficos apresentados na figura 23 com porcentagem
de liberacdo de [’H]- ACh de 53,4929%) e propofol ICsq (porcentagem de liberacdo de [°H]-
ACh de 53,0471%) nio foi potencializado ao incubarmos as aliquotas de sinaptosomas com o0s
dois agentes simultaneamente (porcentagem de liberacio de ['H]- ACh de 40,4608%). Esse
dado estd em concordancia com os dados obtidos por Shinichi Ito e colaboradores, em 2011, em
que através da andlise de imagens realizadas em microscopia confocal na presenca dos
marcadores FM1-43 (marcag@o de vesiculas sindpticas) e da sonda fluo3-AM (marcacdo de
Ca®™), foi analisada a variacio da concentraciio de Ca** intracelular no terminal pré-sindptico.
Foi demonstrado que a despolarizacio na presenca de KCl ocasionou aumento na [Ca**] i. O
anestésico (1-10uM), ao ser adicionado, atuou impedindo o aumento da [Ca®] i alterando, com
isso, a libera¢do de neurotransmissores. O trabalho conclui que possivelmente, o propofol,
apresenta algum mecanismo inibitério sobre a [Ca™'] i o que o permite exercer seu efeito de

alterar a liberag¢@o de neurotransmissores.

Assim, nossos dados sugerem que o propofol influi na neurotransmissio colinérgica,
sendo capaz de reduzir a liberacio de ['H]- ACh em sinaptosomas de hipocampo de ratos.
Mediante o estimulo com veratridina demonstramos que o mecanismo de acdo do propofol
envolve a participagio dos CSSV e nio foi possivel descartar a participacdo dos fons Ca** extra
e intracelular. Estimulando os sinaptosomas com KCI foi possivel demonstrar que o mecanismo

de acdo do propofol independe dos fons Ca’* extracelular e depende dos fons Ca** intracelular.
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Apesar de nio ter sido comprovada a participagdo dos fons Ca™" extracelular no mecanismo de
acdo deste anestésico ndo se pode excluir totalmente a participacdo destes fons uma vez em que

s@o essenciais para a ocorréncia do processo de exocitose.

As concentragdes utilizadas de propofol em nossos experimentos compreenderam
concentracdes subanestésicas (1-10 pM), anestésicas (10-100 uM) e supra-anestésicas (acima de
100uM) (Cheng —Wei Lu e colaboradores 2009). Os valores de concentracdo de propofol
empregados nos experimentos basearam-se nas curvas de ICsy realizadas e compreenderam 25
uM e 100 uM mediante os estimulos com KCI e veratridina, respectivamente. Apesar de termos
trabalhado com doses clinicas, € importante mencionar que embora as concentracdes
clinicamente relevantes de anestésicos sejam importantes para examinar as respostas integradas
no animal intacto ou em humanos, a relevincia em estudos in vitro deve ser cautelosa porque
ainda ndo se compreende como estes sistemas se integram no modelo de anestesia (Eckenhoff e

Johansson, 1999).
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VI. Conclusao
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Este estudo demonstra, por medi¢cdo de amostras radioativas, que o anestésico venoso
o s s . x 3 :
propofol influi na neurotransmissdo colinérgica, alterando a liberacdo de ["H]- ACh, ou seja,

através de acdes pré-sindpticas. Neste trabalho, demonstrou-se que:

O propofol reduz a liberagdo espontinea e a evocada por veratridina e KCI de [*H]-
ACh, dado que sugere que o efeito do propofol na neurotransmissao colinérgica pode

justificar o efeito fisiolégico de amnésia caracteristico desse agente;

+ O propofol reduz a liberagdo de [*H]- ACh evocada por veratridina de forma dose

dependente;
O propofol reduz a liberacio de [*H]- ACh evocada por KClI;

* Mediante o estimulo com veratridina demonstramos que o mecanismo de acdo do propofol
envolve a participacdo dos CSSV , mas ndo foi possivel descartar a participacdo dos fons

2 .
Ca™" extra e intracelular neste processo;

*  Mediante estimulo com KCI foi possivel demonstrar que o mecanismo de ag¢do do propofol

. . 2 . 2+ -
independe dos fons Ca“ extracelular e depende dos fons Ca“" intracelular.
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