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RESUMO

Os anestésicos gerais sdo utilizados na pratica clinica com o intuito de promover ao
paciente analgesia, inconsciéncia, amnésia e relaxamento muscular. Ao longo de
décadas esfor¢os tem sido feitos para elucidar os possiveis mecanismos moleculares de
acdo destes agentes. O anestésico etomidato € utilizado na pratica clinica como um dos
principais agentes de inducdo anestésica. Ele pode causar alguns movimentos
espontaneos, especialmente mioclonias que sdo observadas em cerca de 50-80% dos
pacientes ap0s sua administracdo, sugerindo assim, um possivel efeito destes agentes no
sistema nervoso periférico. Além disso, alguns estudos sugerem gue anestésicos podem
atuar em canais ionicos localizados no terminal pré-sinapticos alterando a liberacédo de
neurotransmissores, assim como na célula muscular, desorganizando receptores
nicotinicos, interferindo com o potencial de membrana desta célula. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos pré-sinapticos e pos-sinapticos do
etomidato utilizando como modelo experimental a jungdo neuromuscular de
camundongo.PreparacGes nervo-musculo foram isoladas e marcadas com a sonda
fluorescente FM1-43(4 puM), uma potente ferramenta para acompanhar exocitose e
endocitose de vesiculas sindpticas. Ap6s a marcacdo, as preparacdes foram expostas a
diferentes concentracbes de etomidato (0.1,1,2,8,10 e 40 pM) e visualizadas em
microscopio Optico de fluorescéncia. Observamos que concentragcdes clinicamente
relevantes de etomidato estimulam a exocitose de vesiculas sinépticas. Este efeito ndo
foi inibido por tetrodotoxina (1uM), um bloqueador de canais para Na® sensiveis a
voltagem, demonstrando que o etomidato pode agir estimulando a exocitose de
vesiculas por um mecanismo independente de Na'. Entretanto, a exocitose foi inibida
por @-conotoxina MVIIC (50 pM) um bloqueador inespecifico de canais para Ca®*
sensfveis & voltagem e pelo bloqueador de canais para Ca®* sensiveis a voltagem do tipo
P/Q ®-AGA IVA (200nM). Utilizando o mesmo modelo experimental investigamos
através da técnica de eletrofisiologia possiveis alteracdes no padrdo de frequéncia e
amplitude dos MEEPs na presenca do etomidato. A analise dos resultados relativos a
frequéncia e amplitude dos MEEPs demonstrou que na presenca do etomidato nao
houve alteracdo destes parametros. Investigamos também se este anestésico poderia
atuar de alguma forma nos receptores nicotinicos para acetilcolina marcados com a -
bungarotoxina-Alexa 594 (12 uM) , que foram visualizados ao microscopio Optico de
fluorescéncia. Nossos dados sugerem que o etomidato pode atuar de algum modo sobre
0s receptores nicotinicos pos-sinapticos.Em conclusao, nossos dados indicam que o
etomidato exerce um efeito pré-sindptico na juncdo neuromuscular, provavelmente,
através da ativagdo canais para Ca®* voltagem dependentes do tipo P/Q e que este
anestésico pode também interferir com a organizacdo dos receptores nicotinicos para
acetilcolina.
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ABSTRACT

The general anesthetics are used in clinical practice in order to induce analgesia,
unconsciousness, amnesia and muscle relaxation. For decades efforts have been made to
elucidate the possible molecular mechanisms of action of these agents. Etomidate is
used in clinical practice as one of the main agents to induce anesthesia. It can cause
some spontaneous movements, especially myoclonus in approximately 50-80% of
patients after administration, thus suggesting a possible effect of these agents in the
peripheral nervous system. Furthermore, some studies suggest that anesthetics may act
on ion channels located on presynaptic terminal by changing the release of
neurotransmitters, changing the organization of nicotinic receptors of the muscle cells as
well changing its membrane potentials. Thus, the aim of this study was to investigate
the presynaptic and postsynaptic effects of etomidate at the mouse neuromuscular
junction. Nerve-muscle preparations were isolated and labeled with the fluorescent
probe FM1-43 (4 uM), a powerful tool to monitor exocytosis and endocytosis of
synaptic vesicles. The nerve-muscle preparations were then exposed to different
concentrations of etomidate (0.1, 1,2,8,10, and 40 pM) and were subsequently
visualized using a fluorescence optical microscope. We found that clinically relevant
concentrations of etomidate stimulates exocytosis of synaptic vesicles. This effect was
not inhibited by tetrodotoxin (1uM), a channel blocker for voltage-sensitive Na +,
demonstrating that etomidate may act by stimulating exocytosis of vesicle by a
mechanism independent of Na*. However, exocytosis was inhibited by w-conotoxin
MVIIC (50 uM) a blocking nonspecific channels for Ca? * and voltage sensitive
channels by blocking voltage-sensitive Ca” *-type P / Q o-AGA-IVA (200nM).Using
electrophysiology, we searched for putative alterations in the frequency and amplitude
of MEEPs in the presence of etomidate. Concerning frequency and amplitude of
MEEPs, we demonstrated that etomidate did not change these parameters. We also
investigated whether this drug could act in some way to nicotinic acetylcholine
receptors labeled with a-bungarotoxin-Alexa 594 (12 pM) and we observed that
etomidate, can act in any way on the postsynaptic nicotinic receptors. In conclusion, the
results presented here show that etomidate exerts a presynaptic at the neuromuscular
junction, likely through activation channels for Ca? * voltage dependent on the type P /
Q, and that this drug can also act at the postsynaptic membrane interfering with the
nicotinic acetylcholine receptors. These results may help to understand some of the
clinical effects of this agent on neuromuscular function.



1- INTRODUCAO

1.1 - A Junc¢ao neuromuscular

As sinapses sdo especializacBes encontradas nos contatos célula-célula onde os
sinais sdo seguramente transmitidos de um neur6nio para a sua célula-alvo de forma
regulada. De acordo com a literatura, existem dois tipos de sinapses: a sinapse elétrica e
a sindpse quimica (ZHAI & BELLEN, 2004).

Em mamiferos, o tipo de sindpse mais abundante € a quimica, porém existe
também uma forma mais simples chamada de sinapse elétrica, que se encontra em locais
com especializagbes denominadas jungdes comunicantes. Estas jungdes formam canais,
0s quais permitem a passagem de ions de uma célula para a outra (BENNETT, 1997).
Os componentes estruturais de canais de juncdes comunicantes no sistema nervoso sao
as proteinas conexinas e, como foi recentemente identificado, também por proteinas
panexinas (MEIER & DERMIETZEL, 2006).

Nas sinapses quimicas, o sinal elétrico resultante da propagacdo de correntes
ibnicas é convertido em um sinal quimico, representado pela liberacdo de
neurotransmissores que irdo atuar sobre a célula alvo (KATZ, 1966; revisado por ZHAI
& BELLEN, 2004).

Uma das sinapses quimicas € a juncdo neuromuscular (JNM), que consiste em
uma sinapse colinérgica cuja funcgéo é transferir impulsos de uma terminacdo motora de
tamanho relativamente pequeno para uma fibra muscular ampla, para entdo desencadear

0S mecanismos que culminardo na contracdo muscular (KATZ, 1966).

A sinapse neuromuscular de camundongos possui aspecto circunscrito e formato
“arborizado” (Figura 1A e Figura 1B) e é composta por trés regides distintas: o terminal
neuronal pré-sinaptico, contendo muitas vesiculas sinapticas e mitocéndrias; a fenda
sinaptica e a membrana pos-sinaptica da célula muscular, apresentando diversas dobras
juncionais, nas cristas das quais se concentram aglomerados de receptores nicotinicos

para a acetilcolina (ACh) (Figura 1C).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17068969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dermietzel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17068969

O elemento pré-sinaptico corresponde a regiao distal do ax6nio motor formada
por um conjunto de terminagdes nervosas ndo mielinizadas. Ao longo de todo o curso
da terminacdo, é possivel observar, no plano ultraestrutural, regides de aspecto
eletrondenso denominadas zonas ativas, que marcam 0s sitios subcelulares da
transmissdo sinaptica. Cada zona ativa pode ser identificada pela associacdo com
aglomerados de vesiculas sinépticas pequenas de tamanhos de aproximadamente 50 nm
de didmetro que armazenam o neurotransmissor ACh em seu interior. Além das
vesiculas sinapticas pequenas eletronllcidas, a terminacdo pré-sinaptica apresenta
também vesiculas eletrondensas que armazenam peptideos envolvidos com a modulagédo
da transmissdo, como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (revisado por
HALL & SANES, 1993 e BURNS & AUGUSTINE, 1995).



Figura 1: Juncdo Neuromuscular de camundongo. (A) Micrografia eletronica de

varredura de juncdo neuromuscular de camundongo. Nota-se a presenca de um terminal
axonal (cabecas de setas) disposto de forma circular sobre uma célula muscular estriada
esquelética (M), que apresenta na membrana pos-sinaptica diversas dobras juncionais,
nas cristas das quais concentram-se aglomerados de receptores para acetilcolina (setas
pretas) (TORREJAIS et a.l, 2002). Sob os terminais axonais existem areas de contato
sinaptico como evidenciado em “C” (Barra de escala: 10 um). (B) Imagem de
microscopia de fluorescéncia de jungdo neuromuscular de camundongo (Priscila
Valad&o). Observa-se o axdnio mielinizado (setas) e o terminal pré-sindptico de aspecto
circunscrito (asteriscos) (Barra de escala: 10 pum). (C) Micrografia eletronica de
transmissdo de uma jungdo neuromuscular de camundongo (Hermann A. Rodrigues). O
componente pré-sinaptico apresenta diversas vesiculas sindpticas e algumas
mitocondrias. A célula muscular, pds-sinaptica, apresenta em sua membrana dobras
juncionais. Os elementos pré e pds-sinapticos sdo separados por uma estreita fenda

sindptica (Barra de escala: 1 um).



E bem descrito na literatura que, para ocorrer a transmissio quimica, S&0
necessarios canais ibnicos que permitirdo, em um mecanismo orquestrado, a liberagdo
do neurotransmissor. Desta forma, compondo o elemento pré-sindptico estdo presentes
canais para calcio sensiveis a voltagem (CCSV), dispostos em fileiras e intimamente
associados a zona ativa, e que se encontram bem préximos aos aglomerados vesiculares
(HARLOW et al., 2001). Esta disposicdo garante um rapido pico na concentragdo
intracelular de Ca®* nos sitios de exocitose durante o disparo da liberacdo vesicular,
conferindo sincronia ao processo (ROBITAILLE; ADLER; CHARLTON, 1990;
revisado por ZHAI & BELLEN, 2004). Além disso, sabe-se que o Ca®* age de forma
orquestrada e estdo intimamente relacionados & liberagdo dos neurotransmissores
(KATZ & MILEDI, 1965).

A fenda sinaptica é a regido entre os elementos pré e pds-sinapticos, onde 0s
neurotransmissores, no caso da JNM de mamiferos, a ACh, serd lancado. Oposto a
fenda sindptica encontra-se 0 elemento pos-sindptico constituido por receptores
nicotinicos para a ACh. Estes receptores ndo estdo uniformemente distribuidos pela
membrana, pois formam agrupamentos no apice das dobras da membrana pds-sinaptica,
atingindo nesses locais, uma densidade que pode chegar a mais de 10.000 por mm. Esse
arranjo € de suma importancia para transmissdo nervosa, pois permite aos receptores
detectar de forma réapida e eficiente a ACh liberada durante a exocitose (revisado por
HALL, 1992 e HALL & SANES, 1993).

Mediante ao exposto, a JNM de mamiferos tem sido um dos modelos de
sinapses mais bem estudados e melhor compreendidos pois possui dimensdes amplas
guando comparada as outras localizadas no SNC, bem como sua simplicidade estrutural
e acessibilidade (KUMMER et al.,, 2006). Além disso, trata-se de um modelo
experimental que proporciona uma excelente integragdo entre o sistema nervoso e as
células musculares fornecendo subsidios para o estudo das funcdes sinapticas (revisado
por SANES & LICHTMAN, 2001).


http://www.jneurosci.org/content/31/12/4593.long#ref-42

1.2 - O ciclo de vesiculas sindpticas

Segundo Schweizer & Ryan (2006), para que transmissdo sindptica ocorra, €
preciso haver disponibilidade de vesiculas sinapticas preenchidas com uma alta
concentracdo de neurotransmissores. Os chamados neurotransmissores classicos sdo
sintetizados na propria terminacdo axonal, armazenados no interior de vesiculas e
liberados na fenda sinaptica, préximo aos seus receptores (KATZ, 1966). No caso da
JNM, seu neurotransmissor, a ACh, é sintetizada no terminal pré-sindptico por uma
enzima denominada colina acetiltransferase (ChAT) a partir da colina e do acetil-CoA.
Apobs sua sintese, a ACh é armazenada no interior das vesiculas através do seu
transportador vesicular, o VAChT, uma proteina com 12 dominios transmembrana que
para transportar ACh, utiliza um gradiente eletroquimico gerado por bombas de
protons presentes na membrana vesicular, as VH+-ATPases (NGUYEN et al., 1998;
revisado por PRADO et al., 2002 e BRAVO & PARSONS, 2002).

Outro fator importante a ser considerado é a organizacao das vesiculas presentes
na JNM. Sabe-se que existem trés agrupamentos de vesiculas, os chamados pools ou
aglomerados vesiculares: O primeiro é o aglomerado de liberacdo rapida ou
prontamente liberavel (Ready Releaseble Pool), que como o nome indica, € um grupo
de vesiculas disponiveis para exocitose imediata e liberacdo rapida e, geralmente,
suas vesiculas estdo ancoradas na zona ativa preparadas para a liberacdo. O segundo
agrupamento chama-se aglomerado de reciclagem (Recycling Pool), responsavel por
manter a liberacdo de neurotransmissores em estimulacdo fisiolégica moderada. Ja o
terceiro agrupamento, é o aglomerado de reserva (Reserve Pool), que atua como um
depdsito de vesiculas sinapticas cuja liberacdo ocorre mediante intensa estimulacdo
(revisado por RIZZOLI & BETZ, 2005).

De uma maneira geral, a neurotransmissdo inicia-se quando um potencial de
acao dispara a liberacdo de neurotransmissores a partir de um terminal nervoso pré-
sinaptico. Um potencial de agdo induz a abertura de CCSV e 0 aumento transiente da
concentraco intracelular de Ca®* estimula a exocitose de vesiculas sinapticas (KATZ,
1966). ApoOs a exocitose, novas vesiculas sinapticas sdo formadas por endocitose

compensatoria, sdo recicladas e preenchidas com neurotransmissores para permitir um



novo ciclo. E descrito que as vesiculas sofrem endocitose e reciclagem por uma de trés
vias alternativas (Figura 2): (a) endocitose mediada por capa de clatrina (HEUSE &
REESE, 1973; RICHARDS et al., 2000); (b) endocitose por meio de amplas
invaginacdes de membrana e formacéo de cisternas (TAKEI et al., 1996; RICHARDS
et al., 2001); (c) endocitose designada como “Kiss and Run” na qual vesiculas liberam
seu contetdo sem se integrarem completamente & membrana pré-sinéptica, sendo
localmente reacidificadas e novamente preenchidas com neurotransmissores
(CECCARELLLI, etal., 1973; PYLE et al., 2000; GANDHI & STEVENS, 2003).



A

Heuser-Reese

C

Bulk retrieval

Figura 2: Trés modelos para endocitose de vesiculas sinapticas. (A) Endocitose
mediada por capa de clatrina. Modelo proposto por Heuser & Reese no qual as vesiculas
sindpticas sdo completamente integradas & membrana da zona ativa durante a exocitose
e sdo recicladas por meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Micrografia
eletrnica (a direita) demonstrando a presenca de depressdes de membrana e vesiculas
cobertas por capa de clatrina (setas) em terminacdo motora submetida a estimulo
elétrico. E possivel observar também a presenca de cisternas "c". (B) Modelo de kiss
and run (a esquerda) proposto por Ceccarelli no qual, durante a liberacdo de
neurotransmissores, as vesiculas abrem um poro de fusdo transitorio, mas ndo se
fundem completamente a membrana pré-sinaptica, sendo recicladas localmente.
Micrografia eletrénica (a direita) de terminacdo motora submetida a estimulo elétrico de
baixa frequéncia por duas horas. Destaca-se a auséncia de vesiculas cobertas por capa
de clatrina e de cisternas. (C) Diagrama representando endocitose via grandes
invaginacdes de membrana (& esquerda) apos liberagdo vesicular. Micrografia eletrénica
(& direita) indicando invaginagdes de membrana contendo FM1-43 fotoconvertido (setas
negras) ou desprovidas do marcador (seta clara) (TAKEI et al., 1996, RICHARDS et
al., 2001) (revisado por ROYLE & LAGNADO, 2003).



Todos estes passos do ciclo das vesiculas sindpticas s6 sdo possiveis gragas a
interacOes proteicas, e entre elas, € fundamental a participacdo do complexo SNARE e
da sinaptotagmina I. Para a exocitose de vesiculas sinapticas as proteinas SNAREs mais
relevantes sdo: i) a sinaptobrevina/VAMP, localizada na membrana da vesicula e
também chamada de v-SNARE (vesicular SNARE); ii) sintaxina e SNAP-25, situadas
na membrana plasmaética do terminal pré-sindptico e por esta razdo chamadas de t-
SNARE (target SNARE) (Figura 3) (SOLLNER et al., 1993). A fusdo de membranas
que possibilita a liberacdo dos neurotransmissores € regida pelo entrelacamento
progressivo entre SNARES de vesicula e de membrana do terminal. A sinaptotagmina |
é uma proteina integral da membrana da vesicula sindptica que funciona como um
sensor de Ca®*, ligando-se a este fon, bem como as proteinas SNARES e aos fosfolipides
da membrana plasmatica (MURTHY & DE CAMILLI, 2003; CHAPMAN, 2008).
Além destas proteinas supracitadas, outras proteinas acessorias sdo também necessarias
para acelerar, aperfeicoar e permitir o processo de fusdo de vesiculas sinapticas (RI1IZO
& SUDHOF, 2002).

Apdbs a exocitose e liberacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica, ocorre a
ativacdo dos receptores nicotinicos presentes na membrana pds-sinaptica.
Posteriormente, a ACh é entdo hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE)
presente na fenda sinaptica, convertendo o neurotransmissor em moléculas de colina e
acetato. A colina é recaptada para o interior do terminal por meio de seu transportador
de membrana de alta afinidade (CHT1) e sera utilizada para a sintese de nova ACh,
iniciando desta forma, um novo ciclo (revisado por RIBEIRO et al., 2006).
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Figura 3.Principais etapas do ciclo de vesiculas sindpticas. Apds a despolarizacao,
ocorre a abertura de CSSV, assim fons Ca** penetram no terminal pré-sinaptico, levando
a um aumento da concentragdo intraterminal deste cation. Vesiculas sindpticas contendo
neurotransmissores se acumulam nas adjacéncias das zonas ativas, sitios subcelulares da
liberacdo vesicular. As vesiculas que se ancoram na zona ativa (docking) sofrem uma
reacdo de amadurecimento (priming) que as tornam competentes para a abertura de um
poro de fusdo (fusion) e exocitose dos neurotransmissores. (Modificado de PANG and
SUDHOF. Cell biology of Ca®*-triggered exocytosis. Current Opinion in Cell
Biology,Volume 22, Issue 4, August 2010, Pages 496-505.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/09550674
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09550674
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09550674/22/4
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1.3-Anestésicos

Os anestésicos podem ser conceituados como substancias que tém a capacidade
de tornar o paciente inconsciente e insensivel a dor. Por apresentar estas caracteristicas,
esses farmacos foram responsaveis por enormes avangos nas técnicas cirurgicas. A
utilizacdo de anestésicos para fins cirargicos tiveram seus primeiros registros em 1840
quando Crawford Long utilizou pela primeira vez éter para realizar procedimentos
cirurgicos (FRANKS, 2006).

Dentre os anestésicos, existem os denominados anestésicos gerais, que promovem
inconsciéncia, analgesia e relaxamento muscular, o que facilita a realizacdo de
intervencdes cirargicas. Os anestésicos gerais podem ser agrupados em: i) inalatorios
como o halotano, isoflurano e sevoflurano; ii) intravenosos como o tiopental, etomidato
e propofol; iii) gases inorganicos como o éxido nitroso e xenénio (FRANKS, 2006).
Desta forma, por exibir diversidade quimica extraordinaria, que vai desde simples gases
inertes quimicamente a barbitaricos complexos, os mecanismos celulares e moleculares

de acdo destas drogas ndo foram completamente elucidados.

Meyer e Overton foram os primeiros a propor um mecanismo molecular de acéo
dos anestésicos, através da formulacao da “hipotese lipidica”, que foi aceita por mais de
60 anos. De acordo com a mesma, 0 mecanismo de a¢cdo dos anestésicos relaciona-se
intimamente com a propriedade destes agentes de se dissolverem na bicamada lipidica,
causando mudancas criticas nas propriedades fisico-quimicas da membrana celular
(MILLER et al ., 1961; POHORILLE et al., 1998).

Posteriormente, Franks e Lieb (1984), propuseram outra hipdtese de acdo dos
anestésicos. Realizando estudos pioneiros, estes pesquisadores observaram que Varios
anestésicos modulavam a atividade da proteina luciferase do pirilampo (vaga-lume),
sugerindo que os anestésicos se ligariam a um dominio hidrofobico desta proteina
inibindo sua funcédo de emisséo de luz (FRANKS & LIEB, 1984). Estes dados levaram
a conclusdo de que, ao invés de interagir com a bicamada lipidica, 0s anestésicos gerais
atuariam diretamente nas proteinas da membrana celular. Essa hipotese foi reforcada
através da descoberta de que estereoisdmeros de anestésicos, igualmente solUveis em

lipidios, poderiam atuar de uma forma particular e induzir diferentes graus de anestesia


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427498002161
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(FRANKS & LIEB, 1991; HARRIS et al ., 1992; revisto por FRANKS, 2006). Por
conseguinte, sugeriu-se que provavelmente ocorreria uma ligacdo destes agentes a
dominios especificos das proteinas de membrana, especialmente canais proteicos
(FRANKS & LIEB, 1994).

Todas estas hipoteses surgiram na tentativa de explicar como compostos tdo
diversos podem produzir o mesmo efeito global. Similarmente, estudos recentes
demonstram que diferentes classes de anestésicos gerais atuam por vias diferentes, em
distintos alvos e enfatizam a existéncia de multiplos sitios e mecanismos de acdo destas
drogas (SOLT & FORMAN, 2007).

1.4- Anestésicos intravenosos

A anestesia intravenosa expandiu por todo o mundo a partir da introducdo do
hexabarbital por Hemult Wesse e do tiopental por Jonh Lundy. Desde entdo houve
avancgos no uso deste metodo anestésico, sendo considerado hoje em dia, 0 método mais
comum utilizado para inducdo da anestesia geral em procedimentos cirdrgicos
(JARMAN, 1946).

Os anestésicos intravenosos sdo lipossoluveis e se ligam reversivelmente a
proteinas plasmaéticas, em especial a albumina (ALLOMEN; ZIEGLER;
WATERKEYN, 1981). A importancia farmacocinética da ligacdo proteica resulta do
fato de que somente a fracdo livre é capaz de se difundir através de membranas
bioldgicas e, consequentemente, se distribuir pelo organismo e alcancar 0s receptores

onde deve exercer sua atividade farmacoldgica (WOOD, 1986).

A maioria dos anestésicos intravenosos exerce sua acdo farmacoldgica sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC) principalmente através dos receptores para o cido vy-
aminobutirico (GABA,) , porém nenhum deles, com a excecdo da cetamina, promove
efeito analgésico (DUARTE, 1994). Em relacdo a sua distribuicdo, que é definida como
a passagem do farmaco da corrente sanguinea para 0s tecidos, estes agentes sdo
considerados como tendo alta taxa de distribuicdo. Ja a biotransformacdo destes
anestésicos ocorre na maioria das vezes por oxidagéo, e o figado é o principal local onde
ocorre este processo (WHITE, 1988).
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Atualmente 0s anestésicos intravenosos representam uma ampla classe de
medicamentos (FRANKS, 2006). No grupo destes agentes encontramos 0S agentes
tiopental, cetamina, , midazolam, propofol e etomidato (DUARTE. 1994).

O tiopental foi introduzido na clinica em 1934 e tem sido utilizado como agente
de inducdo, sendo que seu efeito é classificado como de ultra curta duragdo e nédo

recomenda-se seu uso prolongado (WHITE, 1990).

A cetamina foi inicialmente utilizada para fins clinicos em 1965. Este anestésico
é utilizado como hipnético e diferente dos demais intravenosos, possui efeito
analgesico. Ela € classificada como um anestésico dissociativo (WHITE, 1982) e seu
mecanismo de acdo tem sido atribuido a sua interferéncia nos niveis de monoaminas
cerebrais (GILSSON; EL-ETR; BLOOR, 1976), ao bloqueio de receptores de
aminodcidos excitatérios (TAKEYASU; HARADA; OKAMURA, 1990), e a
estimulacdo de receptores opidides (SMITH; WESTFALL ; ADAMS, 1980).

O midazolam é uma droga solivel em &gua, com acdo ansiolitica e
anticonvulsivante. Ele tem efeitos tais como hipnose, sedacdo, amnésia, relaxamento
muscular, possui baixa toxicidade e ndo altera a frequéncia cardiaca, porém nao pode
ser usado sozinho para anestesia (BIENZLE & BOYD, 1992). Além disso, comporta-se
como todos 0s benzodiazepinicos quanto aos seus efeitos sobre os receptores
gabaérgicos, pois atuam como inibidores no SNC (ZAKKO; SEIFERT ; GROSS,
1999).

O propofol foi introduzido na prética clinica em 1977 para uso exclusivo em
anestesia como agente indutor por via venosa (BRAY, 2002). E uma droga que
apresenta curta duracdo de acdo possibilitando o uso em infusdo continua e com poucos
efeitos colaterais (GLEN, 1980; GLEN & HUNTER, 1984). Apresenta efeito sedativo,
hipnético e amnésico que sdo atribuidos a interacdo do propofol com o sitio alostérico
do receptor GABAA, 0 que potencializa correntes evocadas por baixas concentracfes de
GABA, aumentando a eficacia do agonista. Em concentra¢fes maiores, o propofol é
capaz de abrir diretamente o canal do receptor GABA permitindo a entrada de ClI na
auséncia de GABA (CONCAS et al ., 1991; ORSER et al., 1994). E importante
ressaltar que este agente também esta relacionado a inibi¢ao da liberacdo de glutamato
através de mecanismos pré-sinapticos (RATNAKUMARI & HEMMINGS, 1997).
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1.5- O anestésico etomidato

O etomidato é um anestésico intravenoso utilizado com o intuito de causar efeito
anestésico de curta duracdo e baixo risco cardiovascular, sendo, portanto menos
provavel causar uma queda significativa na pressdo arterial quando comparado aos
outros agentes de inducdo. Além disso, a dose letal é cerca de 30 vezes maior do que a
dose terapéutica, tornando-o um agente extremamente seguro (ZED; MABASA.;
SLAVIK ,2006).

Este anestésico esté incluido no Grupo 1 dos anestésicos gerais e os efeitos causados
por agentes pertencentes a este grupo sdo mediados por receptores GABAA,
aumentando por exemplo, a atividade destes receptores, levando assim a diminuicdo da
excitabilidade neuronal (SOLT & FORMAN, 2007).

O etomidato foi introduzido na pratica clinica em 1972 (MORGAN et al.,
1975). Como se tratava de um agente novo, as publicaces académicas sobre os efeitos
do anestésico cresceram continuamente até o ano de 1983. A partir desta data, e do
conhecimento adquirido até aquele momento, o nimero de publica¢cdes enfocando o
etomidato praticamente dobrou e este aumento deveu-se a descoberta da toxidade
adrenal que o anestésico produzia quando administrado em infusbes continuas. Apos
este periodo, o nimero de trabalhos publicados enfocando o etomidato sofreu declinio,
bem como a sua utilizagdo em salas de cirurgia (FORMAM, 2011).

A partir do ano 2000, o interesse neste anestésico tem sido renovado, 0 que pode ser
reflexo da sua utilizacdo como um agente de inducdo anestésica. Este interesse em
publicacdes sobre o etomidato também se deve ao progresso cientifico na compreensao

da farmacologia molecular deste anestésico (FORMAM, 2011).

O etomidato possui pKa de 4,2 e é muito hidrofobico ao pH fisioldgico, desta forma,
para aumentar sua solubilidade, ele é formulado como uma solugdo de 0,2% em um
solvente, que pode ser propilenoglicol 35% (amidato; Hospira, Inc., Lake Forest,
lllinois, EUA) ou em emulsdo lipidica (etomidato-Lipuro; B. Braun, Melsungen,
Alemanha) (DOENICKE et al., 1997).

Experimentos pré-clinicos em mamiferos demonstraram que a inje¢do do etomidato

foi associado com o minimo de alteragbes hemodindmicas ou depressdo respiratoria,
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caracteristicas que sdo importantes para tracar seu perfil de seguranca excepcionalmente
favoravel (JANSSEN; NIEMEGEERS.; MARSBOOM, 1975).

Devido aos seus efeitos hemodinamicos notavelmente benignos, o etomidato tem se
tornado uma ferramenta Util para a indugdo da anestesia geral em pacientes submetidos

a cirurgia cardiaca e naqueles com funcéo cardiaca deficiente (BOVILL , 2006).

O etomidato, assim como qualquer farmaco possui efeitos secundarios
desfavoraveis , incluindo a dor durante a inje¢do e 0s movimentos miocldnicos durante
a inducdo da anestesia geral (KAY & ROLLY, 1977). A dor durante a inje¢do foi
exarcebada quando o anestésico foi preparado em solugbes aquosas, em comparagdo
com a formulacdo em 35% propilenoglicol (ZACHARIAS et al., 1978). Formulacéo
em meio contendo lipidios ou ciclodextrinas parece diminuir ainda mais a incidéncia de
dor (NYMAN et al., 2006). Outro efeito adverso do etomidato sdo as mioclonias, e tem
sido demonstrado que este fenbmeno aumenta com a dose do anestésico (DOENICKE
etal., 1999).

1.6- Efeitos do etomidato no SNC

Ao ser disponibilizado para uso na prética clinica, observou-se que o etomidato
possuia efeitos semelhantes ao neurotransmissor GABA no SNC, ou seja, 0 etomidato
teria propriedades inibitérias (EVANS & HILL, 1978). Assim, com o passar dos anos e
o0 estudo mais detalhado deste anestésico, sabe-se hoje, que o mecanismo pelo qual o
etomidato exerce seus efeitos anestésicos é pela acdo sobre o0s receptores
GABA A (CARLSON et al.,1998).

Tem sido descrito que o etomidato atua exercendo dois efeitos sobre os receptores
GABAA. Em concentragdes clinicamente relevantes (1 a 8 uM), o etomidato modula a
ativacdo do receptor. Em outras palavras, quando etomidato estd presente, receptores
GABA, sdo ativados por concentracfes mais baixas de GABA do que o exigido em
condi¢des normais (GIESE & STANLEY, 1983; YANG & UCHIDA, 1996 ; BELELLI
et al.,1999 ). Por outro lado, em concentragdes supra-clinicas, o etomidato pode atuar
diretamente nos canais de receptores GABAa ativando-os na auséncia do
neurotransmissor GABA, caracterizando uma acdo direta conhecida também como
efeito GABA-mimético ou agonismo alostérico (RUSCH et al. , 2004; YANG , 1996).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6359080
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8783230
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10603492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10603492
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Sabe-se também que anestésicos intravenosos, como o etomidato e propofol, séo
capazes de suprimir a atividade neuronal por meio de potencializacdo de receptores
GABAA. No entanto, alguns estudos sugerem que 0s anestésicos intravenosos inibem a
liberacdo de neurotransmissores agindo sobre um ou mais mecanismos pre-sinapticos
(RATNAKUMARI & HEMMINGS, 1997; BUGGY et al., 2000; WESTPHALEN &
HEMMINGS, 2003). Além disso, evidéncias recentes mostram que estes anestésicos
atuam tanto em alvos pré-sinapticos, quanto em alvos pés-sinapticos (FRANKS, 2006).

Apesar da literatura ainda ndo ser extensa, alguns trabalhos ja apontam a
possibilidade de que os anestésicos intravenosos sejam capazes de inibir a liberacdo de
glutamato pre-sindptico (KENDALL & MINCHIN, 1982; BUGGY et al., 2000 ;
WESTPHALEN & HEMMINGS, 2003). Por exemplo, concentracBes clinicamente
relevantes do anestésico intravenoso propofol inibiram de uma forma dose-dependente,
a liberacdo de glutamato evocada por 4-aminopiridina (4-AP) em sinaptosomas
cerebrocorticais de ratos (WESTPHALEN & HEMMINGS, 2003). Embora estes dados
sugiram um sitio pré-sinaptico de acdo para um tipo de anestésico intravenoso, 0s alvos

pré-sinapticos destas substancias nao sdo totalmente conhecidos.

Herring e cols.,, (2011), demonstraram que concentracdes clinicamente
relevantes dos anestésicos intravenosos etomidato e propofol inibem a liberacdo do
neurotransmissor glutamato em cultura de células PC12, em neur6nios do hipocampo e
em células cromafins. Os resultados encontrados por este grupo sugerem ainda que
tanto o etomidato quanto o propofol, inibem a liberagdo de neurotransmissores por uma
interacdo direta com proteinas SNARES e/ou com proteinas que estejam associadas a

SNARE, mas o fazem em diferentes locais.

Percebe-se assim que 0s conhecimentos acerca de como 0S anestésicos
intravenosos influenciam a liberacdo de neurotransmissores vem despertando cada vez
mais o interesse da comunidade cientifica, porém poucos estudos tém sido voltados para
elucidar os efeitos destes anestésicos em sinapses neuromusculares. Desta forma, com o
intuito de investigar estes efeitos, 0 nosso grupo de pesquisa realizou um estudo no
qual observou-se que o anestésico intravenoso propofol atua de uma maneira dose-
dependente em sinapses motoras. Em baixas concentra¢ées (10 uM — 25 pM), este
agente induziu a exocitose de vesiculas sinapticas de uma maneira independente de Na'.

Por outro lado, concentragdes mais elevadas de propofol (50, 100 e 200 uM), inibiram
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a exocitose induzida pelo agente despolarizante 4-AP, que induz, indiretamante, a
abertura de canais para Na'. Estes dados sugerem entdo, que altas concentragBes de
propofol blogueiam canais para Na®, evitando a onda de despolarizacdo do neurbnio que
levaria a abertura de canais para Ca " e a exocitose de vesiculas sinapticas (LEITE et
al., 2011). Porém os estudos sobre os possiveis efeitos de outros anestésicos
intravenosos como 0 etomidato nas sinapses neuromusculares ainda ndo foram

realizados.
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2 - OBJETIVOS

Objetivo Geral
- Avaliar os efeitos pre-sinapticos do anestésico venoso etomidato na transmissao

sinaptica neuromuscular de camundongos

Objetivos Especificos
1) Avaliar o efeito do anestésico venoso etomidato na exocitose espontanea de

vesiculas sinapticas.

2) Investigar a participacdo do Na* e Ca®* no efeito do etomidato na exocitose de

vesiculas sinapticas.

3) Avaliar os efeitos do etomidato nos potenciais em miniatura da placa motora
(MEEPS).
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1- Solucgoes
-Solucéo Ringer

Composicdo: 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 12 mM
NaHCO3, 1 mM NaH,PQO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4.

- Solugo Ringer modificada (sem Ca*?)
Composicdo: 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 3mM MgCl,, 12 mM NaHCO3, 1 mM
NaH,PQO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4.

- Solugdo Ringer Alto Potéssio (60 mM):

Composic¢do: 80 mM NaCl, 60 mM KCI, 2 mM MgCl,, 12 mM NaHCOg3, 1 mM
NaH,PQO4, 11 mM D-glicose, com pH em 7.4.

3.2- Reagentes e toxinas:

= Toxina d-tubocurarine ( Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
» a-bungarotoxina (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA);
= FM1-43 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA);

= 4-aminopiridina (4AP) (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
= Tetrodotoxina (TTX) (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
»  ©-Agatoxina IVA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);

= @ -Conotoxina MVIIC (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
= EGTA (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA),

» Propilenoglicol (Laboratério Cristalia -Sdo Paulo);

= Etomidato (2 mg/ml) (Laboratdrio Cristalia -Sdo Paulo).
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3.3- Animais

Neste estudo utilizamos camundongos fémeas da linhagem Swiss com idade
média de 7 semanas. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo
(CEBiIo) da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.4— Monitoramento do ciclo de vesiculas sindpticas utilizando o marcador
fluorescente FM1-43

Os passos do ciclo sinaptico como exocitose e endocitose podem ser
monitorados utilizando sondas fluorescentes vitais captadas durante a endocitose e
liberadas durante a exocitose (LICHTMAN et al., 1985; BETZ; MAO.; BEWICK,
1992; RIBCHESTER; MAO.; BETZ, 1994).

O desenvolvimento destas sondas que marcam vesiculas sinapticas foi um passo
fundamental para melhor compreenséo dos estudos sobre a reciclagem destas estruturas,
pois permitem a visualizagéo e investigacdo de um mecanismo neuronal que por muito
tempo vinha sendo inacessivel (COUSIN & ROBINSON, 1999).

Entre as sondas disponiveis estdo as do tipo FM, como o FM1-43, que sdo
moléculas anfipaticas, possuindo cauda lipofilica ligada a uma cabeca carregada
positivamente via ligacBes duplas. Esta cabeca carregada positivamente impede o
marcador de atravessar livremente as membranas celulares, mantendo-o preso no
interior de endossomas ou vesiculas. Por sua vez, o comprimento da cauda lipofilica
determina a afinidade da molécula por membranas bioldgicas. Finalmente, o nimero de
duplas ligacdes unindo a cabeca a cauda determina as propriedades espectrais da sonda.
Por exemplo, o FM1-43 tem uma dupla ligacdo (Figura 4A) e pode ser excitado no
espectro da fluoresceina enquanto o FM4-64 apresenta 3 ligacGes duplas entre cabeca e
cauda, sendo excitado no espectro da rodamina (BETZ, et al., 1996; BRUMBACK et
al., 2004). Assim, estas sondas originalmente produzidas por Fei Mao, tém sido
utilizadas para marcar e entdo monitorar vesiculas sinapticas, granulos secretérios e
outras estruturas endociticas em uma variedade de preparacdes vivas. (GAFFIELD &
BETZ, 2006).
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Marcadores do tipo FM apresentam trés propriedades que os tornam Uteis para
estudo do trafego de vesiculas: (1) se ligam reversivelmente a membrana celular. Desta
forma, quando a sonda é aplicada a preparacéo, toda superficie de membrana exposta ao
meio contendo FM torna-se marcada. Quando a preparacdo é lavada em meio
desprovido de FM, as moléculas do marcador sdo removidas da superficie celular. (2)
Moléculas de FM marcam seletivamente o folheto externo da bicamada lipidica. Isto
possibilita que as vesiculas em reciclagem nos sitios de endocitose capturem o marcador
e 0 mantenham aprisionado em seu interior. Além disso, as moléculas de FM estdo
permanentemente carregadas (cabeca com valéncia +2), impedindo que elas se
difundam através das membranas e se tornem livres no citoplasma. (3) Sondas do tipo
FM s&o menos fluorescentes quando estdo em ambiente aquoso, mas sua fluorescéncia
aumenta aproximadamente 350 vezes quando estdo agregadas ao ambiente hidrofobico
das membranas (BETZ et al.,1996; BRUMBACK et al., 2004). Portanto, em meio
contendo FM1-43, ap6s fusdo e incorporagdo da membrana das vesiculas @ membrana
da zona ativa durante a exocitose, a endocitose compensatdria promovera reciclagem
dos grupos vesiculares com membrana marcada com FM de modo que as vesiculas
recicladas apresentardo o marcador aprisionado em seu interior e aderido a sua
membrana (Figura 4B, passo 1 e 2). Isto possibilitara a visualizacdo de aglomerados
vesiculares marcados com a sonda em microscopio de fluorescéncia sob a forma de

pontos fluorescentes (Figura 4B, passo 3).

O excesso de FM ligado a membrana das células musculares ou a mielina dos
nervos sera removido durante lavagem da preparacdo em meio desprovido do marcador.
Caso a preparacdo seja estimulada por algum agente que desencadeie exocitose, como
estimulo elétrico, ocorrera uma nova etapa de liberacdo de neurotransmissores e
exposicdo da sonda ao meio aquoso, possibilitando difusdo do FM1-43 para a solugéo
salina na qual se encontra a preparacdo. Isso determinara reducdo do sinal fluorescente
e desmarcacdo dos pontos que representavam o0s aglomerados vesiculares que

continham o marcador (Figura 4B, passo 4).
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Figura 4. O marcador fluorescente FM1-43 é utilizado para monitoramento dos
passos de endocitose e exocitose de vesiculas sindpticas em neurdnios. (A) Estrutura
da sonda fluorescente FM1-43 (Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel
et. al., 2006). (B) 1 e 2.Marcacdo da membrana do terminal pré-sinaptico com o FM1-
43 adicionado a solucdo salina. O neurdnio foi estimulado elétricamente na presenca de
FM1-43. Observe no detalhe em aumento maior que a sonda quando em meio externo é
invisivel devido ao seu baixo rendimento quantico, porém aderida @ membrana ela pode
ser visualizada. Notar que a membrana que originou uma nova vesicula sinaptica esta
marcada com a sonda. 3. Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que ndo
foram internalizadas. 4. Um segundo ciclo de exocitose induzido por estimulo elétrico
resulta na liberacdo da sonda que foi internalizada durante a endocitose. (Modificado de
GUATIMOSIM and VON GERSDORFF. Optical monitoring of synaptic vesicle
trafficking in ribbon synapses. Neurochemistry International Volume 41, Issue 5,
November 2002, Pages 307-312).


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01970186
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01970186/41/5
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3. 5— Marcacao e desmarcacao de vesiculas sinapticas com FM1-43

O musculo diafragma associado ao fragmento de nervo responsavel por sua
inervacao foi retirado e dissecado e posteriormente seccionado em dois hemidiafragmas.
Os conjuntos nervo-musculo resultantes foram montados em placas cobertas por gel de
silicone Sylgard® e fixados com alfinetes entomolégicos. As preparagbes foram
banhadas em solucdo Ringer aerada com uma mistura de 5%C02/ 95%02 por um
sistema de perfusdo continua. As preparacdes neuromusculares foram entdo marcadas
com a sonda vital FM 1-43 (4 uM), em solucdo Ringer contendo alta concentragéo de
potédssio (60 mM KCI), durante 10 minutos, para marcar o aglomerado de vesiculas
sinapticas sujeito a reciclagem . Apos a estimulacdo, a preparacdo foi mantida em
repouso por 10 minutos para garantir a captacdo maxima de FM1-43 durante endocitose
compensatoria. O excesso de FM1-43 aderido a membrana do terminal sinéptico e a
membrana da célula muscular foi removido durante um periodo de lavagem da
preparacdo em Ringer sem o marcador por no minimo 20 minutos, permitindo melhor
visualizacdo dos agrupamentos vesiculares contendo FM1-43 nas terminaces axonais.
Apbs a lavagem do excesso de sonda, as vesiculas endocitadas podiam ser desmarcadas
através de uma segunda etapa de estimulacdo (Betz & Bewick, 1992). As preparacdes
foram incubadas na presenca de d-tubocurarina (16 pM) para evitar contragdes

musculares durante a estimulacdo, desmarcacao ou a aquisicdo de imagens.

3.5- Exposicao das preparacdes ao anestésico etomidato e as neurotoxinas

As preparagdes nervo-musculo marcadas com o FM1-43 foram submetidas ao
anestésico nas concentragbes de 0.1 uM,1 pM, 2 uM, 8 uM, 10 uM, e 40 uM
(HERRING, 2011) com a finalidade de obter a curva-dose resposta. A concentracao
utilizada neste estudo foi a clinicamente relevante (1 uM) (HERRING, 2011).

Para a exposicdo as neurotoxinas (Omega-Agatoxina IVA, Tetrodotoxina e
Omega-Conotoxina MVIIC), foi utilizado o mesmo protocolo de marcacgéo, diferindo
apenas na etapa de desmarcacdo, pois apds incubar o hemidiafragma com a neurotoxina
em teste, a etapa de desmarcacdo foi realizada na presenca do etomidato e da

neurotoxina.
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3.6- Marcacéao dos terminais pos-sinapticos com a-bungarotoxina (a-BGT)

Nesta etapa, utilizamos 0 mesmo protocolo de dissecacdo, as mesmas solugdes e

0S mesmos equipamentos utilizados anteriormente para marcagao com FM1-43.

Para realizar estes experimentos, um hemidiafragma foi tratado com a-BGT (12
UM) conjugada com Alexa Fluor 594 por 7 minutos. No outro hemidiafragma
realizamos 0 mesmo tratamento, porém na presenca de etomidato na concentracdo de 1
KUM. Ambos os tratamentos foram realizados a temperatura ambiente (24°C) . Apoés a
marcacdo, as preparacdes foram levadas ao microscopio de fluorescéncia para registro

das imagens.
3.7- Aquisicdo de imagens

As imagens obtidas dos terminais nervosos marcados com FM1-43 foram
obtidas por meio de um microscopio de fluorescéncia (Leica DM 2500®) acoplado a
uma camera de CCD Micromax refrigerada (-20°C) utilizando-se objetivas de imerséo
em agua (40x com abertura numérica de 0,75 ou 63x com abertura numérica de 0,95).
As imagens coletadas pela camera foram processadas e visualizadas em
microcomputador utilizando-se o programa Axon Image Workbench. A luz utilizada
para iluminar a preparacdo foi emitida por uma lampada de mercdrio que passa por
filtros de 505/530 nm para selecdo do espectro da fluoresceina, adequado a excita¢do do
marcador FM1-43 e para selecdo do espectro da rodamina para 0s experimentos
utilizando a-BGT . Todas as varidveis de ajuste da imagem como, por exemplo, tempo

de exposicado e binning foram mantidas constantes.

3.8- Andlise de imagens

A andlise das imagens e a mensuracdo dos niveis de fluorescéncia foram
realizadas utilizando-se os programas Image J e Microsoft Excel. Os dados obtidos
foram normalizados percentualmente e convertidos em representacfes graficas atraves
do programa GraphPad Prism 4. A analise estatistica foi realizada pela aplicagdo do

teste t-student pareado. O nivel de significancia foi de p < 0,05.
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3.9.- Medidas da liberacéo espontéanea (MEEPS)

Os registros eletrofisiologicos foram feitos no muasculo diafragma de
camundongo. Todos os experimentos forma realizados em temperatura ambiente
(24°C). O musculo foi fixado em uma camara de acrilico contendo 5 ml de solugéo
Ringer aerada com uma mistura de 5%C0O2/ 95%02 por um sistema de perfusdo

continua.

A técnica de gravacdo intracelular foi usada para gravar os MEEPs com um
amplificador Axoclamp- 2A (Axon Instruments- Fernsehen ). As gravacdes foram
filtradas (0,1Hz 0 10 KHz) e amplificado 100X antes da digitalizagdo e aquisi¢do em
um computador de execucdo WInEDR (Jonh Dempster, da Universidade de
Strathclyde). Os microeletrodos foram fabricados com capilares de borosilicato e
tinham resisténcias de 5-15 MOhm quando preenchidos com KCIl 3 M KCI. O potencial
de membrana foi também registrado e utilizado para corrigir as amplitudes e areas a um
potencial de repouso padrdo de - 80 mV utilizando o método de Katz e Thesleff (1957).
Concentracbes de Etomidato (1, 8, 10 e 40 uM) e propilenoglicol (1 e 8 uM) foram

adicionadas diretamente ao banho.

3.7.3- Andlise estatistica

Os dados obtidos foram normalizados percentualmente e convertidos em
representacdes graficas através do programa GraphPad Prism 4. A andlise estatistica foi
realizada pela aplicacdo do teste t-student pareado. O nivel de significancia foi de p <
0,05.

Todos os experimento de eletrofisiologia foram realizados no laboratério de
fisiologia da célula no departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG), com o auxilio da

Professora Doutora Ligia Naves Araujo.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Efeito do etomidato na exocitose espontanea de vesiculas sindpticas

Neste trabalho investigamos, inicialmente, a possivel acdo do etomidato na

exocitose espontanea de vesiculas sinapticas da JNM de diafragma de camundongos.

Desta forma, as preparag¢fes nervo-musculo marcadas previamente com FM1-
43, seguindo o protocolo descrito anteriormente, foram expostas a luz polarizada em
meio Ringer durante 7 minutos em temperatura ambiente, para evidenciar o padrdo de
desmarcacdo na auséncia do anestésico. As preparacfes também foram expostas a
diferentes concentracdes de etomidato (0.1, 1, 2, 8, 10 e 40 puM) seguindo as mesmas

condicdes experimentais utilizadas para o controle na auséncia do etomidato.

A figura 5a mostra as imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente
antes (painel superior) e apds a exposi¢do a luz polarizada por 7 minutos (painel
inferior), condicdo chamada de fotodesmarcacdo. Nestas imagens nota-se que houve
aproximadamente 10% de queda da intensidade do sinal fluorescente . Na figura 5b sédo
mostradas as imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel
superior) e apds 7 minutos de exposi¢do ao etomidato na concentracdo clinica de 1 uM
(painel inferior). A taxa de decaimento do sinal fluorescente na presenca desta
concentracdo do anestésico foi de aproximadamente 30%, o que indica que em
concentragdes clinicas o etomidato pode estimular a exocitose das vesiculas sinapticas.
A figura 5¢c mostra as imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes
(painel superior) e ap6s 7 minutos de exposi¢do ao etomidato a concentracdo de 40 uM
(painel inferior). Na presenca desta concentracdo supra-clinica de etomidato,
percebemos uma reducdo de cerca de 40% do sinal fluorescente, uma queda ainda
maior, indicando aumento da exocitose induzida por este agente. As curvas dose-
respostas para as diferentes concentragdes de etomidato utilizada neste estudo estdo
apresentadas na figura 5d. As curvas representam a média de no minimo trés
experimentos independentes. Foram registradas imagens nos tempos 0, na auséncia do

anestésico e nos tempos 1 min, 3 min, 5 min e 7 min na presenca do anestésico. A figura
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6 representa a quantificacdo grafica da exocitose induzida pelo anestésico em

concentragdes sub-clinicas, clinicas e supra-clinicas.

A analise destes resultados sugere que a medida que aumenta-se a concentragdo
do anestésico, ha também um aumento da exocitose das vesiculas sinépticas,
evidenciado pela reducdo do sinal fluorescente, bem como pela curva dose-resposta.
Sendo assim, nossos resultados sugerem que o etomidato em doses clinicas e supra-
clinicas é capaz de induzir a exocitose de vesiculas sindpticas. Porém, na concentragdo
sub-clinica ndo houve exocitose estatisticamente significativa. Nota-se que todas as
concentragfes clinicas e supra-clinicas de etomidato mostraram-se estatisticamente

diferentes (**p< 0.01 e ***p< 0.001) em relacdo ao controle (fotodesmarcacao).
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Figura 5. Curva dose-resposta da exocitose induzida pelo anestésico etomidato.

(A) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e
apos a exposicdo a luz polarizada por 7 minutos (painel inferior). (B) Imagens
representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos
de exposigdo ao etomidato ( 1 pM) (painel inferior). (C) Imagens representativas da
reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de exposi¢do ao
etomidato (40 uM) (painel inferior). (D) Grafico representativo do decaimento do sinal
fluorescente ao longo de 7 minutos na presenca e auséncia de doses sub-clinicas,
clinicas e supra-clinicas do anestésico etomidato. As curvas representam a média de no
minimo trés experimentos independentes. Foram registradas imagens nos tempos 0, na
auséncia do anestésico (fotodesmarcacao) e nos tempos 1', 3', 5' e 7' na presenca do
anestésico. Foram analisados cinco pontos fluorescentes de cada terminal nervoso.
Utilizamos dois terminais nervosos de cada animal, sendo que para cada condicdo
experimental contamos com 3 animais. Assim, os resultados expressam a média + EPM
de 210 pontos fluorescentes de 42 terminais nervosos de 21 animais. Barra de escala=10

um.
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Figura 6: Quantificacho da exocitose induzida pelo anestésico etomidato.
Quantificacdo da exocitose evocada por diferentes concentraces de etomidato apds 7
minutos de exposi¢cdo. Foram analisados cinco pontos fluorescentes de cada terminal
nervoso. Utilizamos dois terminais nervosos de cada animal, sendo que para cada
condicdo experimental contamos com 3 animais. Os resultados expressam a média +
EPM de 210 pontos fluorescentes de 42 terminais nervosos de 21 animais. ** P<0.01 e
***P<0.001
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Como foi descrito anteriormente, o etomidato é diluido em propilenoglicol,
sendo que cada ml da solucdo injetdvel contém 2 mg de etomidato dissolvidos neste
veiculo. Desta forma, para determinar se a exocitose das vesiculas sinépticas foi
induzida pelo etomidato e ndo pelo propilenoglicol, investigamos os efeitos deste
veiculo sobre a exocitose das vesiculas sinapticas nas mesmas condi¢Ges experimentais
descritas acima. Os experimentos com o veiculo foram realizados na presenca de 1 uM
e 8 UM de propilenoglicol, pois nestas mesmas concentracdes o etomidato parece
estimular a exocitose das vesiculas sinapticas. Desta forma, uma hemiface do musculo
diafragma foi exposta a luz polarizada por sete minutos (fotodesmarcagdo). A outra
hemiface foi exposta as concentracdes supracitadas de propilenoglicol e as imagens
foram registradas nos tempos 0 sem a presenca do veiculo, 1 min, 3 min, 5 min e 7 min

na presenca do veiculo.

A Figura 7a mostra as imagens representativas da reducdo da intensidade do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds a exposi¢do a luz polarizada por 7
minutos (painel inferior) (fotodesmarcacdo). As figuras 7b-c mostram imagens
representativas da reducdo da intensidade do sinal fluorescente antes (painel superior) e
apo6s 7 minutos de exposicdo ao propilenoglicol nas concentracbes de 1 e 8 (UM),
respectivamente (painel inferior). A figura 7d mostra a quantificagdo dos efeitos das
concentracdes testadas de propilenoglicol na exocitose de vesiculas sinapticas nas
mesmas condi¢bes e concentracbes que foram encontrados efeitos para o etomidato.
Observando estes resultados percebemos que a reducdo do sinal fluorescente apds a
exposicao a luz polarizada (fotodesmarcacdo) foi em torno de 10% , e na presenca de
propilenoglicol (1 uM e 8 uM) a reducdo do sinal também permaneceu nesta faixa de
valor para ambas as concentracdes. Sendo assim, a analise destes resultados indicam
que o veiculo propilenoglicol ndo exerce efeito sobre a exocitose das vesiculas
sinapticas.
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Figura 7. Propilenoglicol ndo interfere na exocitose de vesiculas sinapticas. (A)
Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e apés a
exposicdo a luz polarizada por 7 minutos (painel inferior). B) Imagens representativas
da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de exposi¢édo
ao propilenoglicol (1 uM) (painel inferior). C) Imagens representativas da reducdo do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds 7 minutos de exposicdo ao
propilenoglicol (8 pM) (painel inferior). D) Quantificacdo do efeito do propilenoglicol
na exocitose de vesiculas sindpticas nas mesmas condicGes e concentragdes equimolares
em relacdo as utilizadas nos testes com etomidato. Foram analisados cinco pontos
fluorescentes de cada terminal nervoso. Utilizamos dois terminais nervosos de cada
animal, sendo que para cada condicdo experimental contamos com 3 animais. Os
resultados expressam a media + EPM de 60 pontos fluorescentes de 12 terminais

nervosos de 6 animais. Barra de escala =10 um.
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4.2- Etomidato estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo

independente de Na".

Para que ocorra a transmissdo sinaptica é necessaria a propagacdo de um potencial
de acdo no axonio do neurbnio pré-sindptico que envolve mudancgas na concentracdes

ionicas de Na" e K* . Esse potencial entfo se propaga ao longo do terminal e promove a

abertura de canais para Ca?* regulados por voltagem. O influxo de Ca2* intracelular
induz a exocitose de vesiculas sinapticas liberando assim, o neurotransmissor na fenda

sinaptica.

Sabe-se que todo esse processo envolvendo a liberacdo do neurotransmissor pode
apresentar possiveis alvos para acdo dos anestésicos, e como foi observado que o
etomidato estimula a exocitose de vesiculas sinapticas, nosso proximo conjunto de
experimentos foi voltado para responder a seguinte questdo: Por qual mecanismo este
anestésico poderia estimular a exocitose de vesiculas sinapticas? Seria por um

mecanismo dependente de Na*?

Desta forma, as preparacGes nervo-musculo apds a marcacdo com a sonda FM1-43,
foram incubadas durante 7 minutos com a neurotoxina bloqueadora de canais para Na*,
Tetrodotoxina (TTX) 1 uM . Em uma etapa posterior, adicionamos etomidato 1 uM na
presenca de TTX (1 uM) para registro das imagens durante 7 minutos. Como controle
para estes experimentos utilizamos o outro hemidiafragma tratado apenas com

etomidato 1puM.

A Figura 8 mostra que a queda do sinal fluorescente tanto na presenca do etomidato
1 pM quanto na presenga de etomidato 1 pM + TTX 1 uM foi de aproximadamente
30%. A figura 8a mostra imagens representativas da reducdo da intensidade do sinal
fluorescente antes (painel superior) e apds a exposicdo de etomidato 1 uM por 7
minutos (painel inferior). Na figura 8b temos as imagens representativas da reducéo da
intensidade do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de exposicao
ao etomidato 1 puM +TTX 1 uM (painel inferior). Nestas figuras podemos observar que
a queda da intensidade de fluorescéncia foi igual para ambas as condicOes
experimentais, o que indica que mesmo blogqueando os canais para Na*, o etomidato

ainda é capaz de estimular a exocitose das vesiculas sinépticas. A figura 8c mostra o
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grafico da quantificagdo dos efeitos do bloqueador para canais para Na* antes e apds 7
minutos de incubacdo. Portanto, a analise destes resultados sugere que o etomidato é
capaz de estimular a exocitose de vesiculas sindpticas por um mecanismo independente
do Na'.
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Figura 8. Etomidato estimula a exocitose de vesiculas sindpticas por um
mecanismo independente de Na’'. A) Imagens representativas da reducdo do sinal
fluorescente antes (painel superior) e apds a exposicdo ao etomidato (1 pM) por 7
minutos (painel inferior). B) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente
antes (painel superior) e apo6s 7 minutos de exposicao ao etomidato 1 uM +TTX (1 uM)
(painel inferior). C) Quantificacéo dos efeitos do blogqueador para canais para Na* antes
e apdés 7 minutos de incubacdo. Foram analisados cinco pontos fluorescentes de cada
terminal nervoso. Utilizamos dois terminais nervosos de cada animal, sendo que para
cada condicdo experimental contamos com 3 animais. Os resultados expressam a média
+ EPM de 60 pontos fluorescentes de 12 terminais nervosos de 6 animais. Barra de
escala =10 pum. .
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4.3- Etomidato estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo
dependente de Ca®* externo.

Como os resultados anteriores sugerem que o0 etomidato é capaz de estimular a
exocitose de vesiculas sinapticas por um mecanismo independente de Na®, nds

investigamos se este efeito seria dependente do Ca®* extracelular.

Os experimentos para investigar o papel do Ca®* externo na exocitose induzida
por etomidato foram realizados em solucdo Ringer modificada com substituicdo
equimolar de CaCl, por MgCl, Além disso, EGTA (ImM), um quelante de Ca*
extracelular, também foi adicionado ao Ringer modificado, livre de Ca?*, garantindo
assim a auséncia total deste ion. As preparaces foram marcadas com FM1-43, sendo
gue uma hemiface do masculo diafragma foi destinada ao controle que neste caso, foi
o tratamento com etomidato 1 uM . A outra hemiface do musculo foi também tratada
com etomidato 1 pM em meio livre de Ca?* , as imagens foram registradas no decorrer
de 7 minutos para as duas condi¢des experimentais. A figura 9 mostra que na auséncia
do Ca®* e na presenca do etomidato, a exocitose evocada pelo anestésico foi bloqueada.
A figura 9a mostra imagens representativas da redugdo da intensidade do sinal
fluorescente antes (painel superior) e ap6s a exposi¢cdo de etomidato 1 UM por 7
minutos (painel inferior). Observamos nesta figura, uma reducéo da intensidade do sinal
fluorescente em torno de 30%. Na figura 9b temos as imagens representativas da
reducdo da intensidade do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de
exposicdo ao etomidato 1 M em meio livre Ca®* externo (painel inferior), onde
observamos uma queda de aproximadamente 10% na intensidade do sinal fluorescente
indicando que em meio livre de Ca**, o etomidato ndo estimula a exocitose de
vesiculas sinapticas. A figura 9c mostra a quantificacdo dos efeitos do etomidato na
auséncia de Ca” externo antes e ap6s 7 minutos. Nota-se que houve diferenca estatistica
entre as duas condicdes experimentais com *p< 0.05 na presenca do etomidato em meio
livre de Ca®* quando comparado & exposicdo do etomidato em meio Ringer normal.
Assim, a analise destes resultados indica que a exocitose induzida por etomidato ocorre

de uma maneira dependente de Ca* externo.
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Figura 9. Etomidato estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um
mecanismo dependente de Ca®" externo. A) Imagens representativas da reducio do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds a exposi¢do ao etomidato (1 uM) por 7
minutos (painel inferior). B) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente
antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de exposi¢do ao etomidato 1 uM em meio livre
Ca’* externo (painel inferior). C) Quantificacio dos efeitos do etomidato na auséncia de
Ca’* externo antes e ap6s 7 minutos. Foram analisados cinco pontos fluorescentes de
cada terminal nervoso. Utilizamos dois terminais nervosos de cada animal, sendo que
para cada condigdo experimental contamos com 3 animais. Os resultados expressam a
média + EPM de 60 pontos fluorescentes de 12 terminais nervosos de 6 animais.
*P<0.05.Barra de escala =10 pum.
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Como observamos que a exocitose de vesiculas sindpticas induzida pelo
etomidato foi dependente de Ca®* externo, nosso préximo passo foi investigar qual (is)
canal (is) para Ca”" seria(m) possivel (eis) alvo (s) de acdo desse anestésico. Para
responder a esta questdo utilizamos inicialmente a w-conotoxinna MVIIC (50 pM), um
bloqueador de canais para Ca** dos subtipos N, P/Q.

As preparagOes foram entdo marcadas previamente com a sonda FM1-43. Uma
hemiface do musculo foi destinada ao controle (etomidato 1 UM ) e a outra hemiface do
musculo foi pré-incubada por 7 minutos com w-conotoxinna MVIIC (50 puM). As
imagens de ambas as condigcdes experimentais foram adquiridas no decorrer de 7

minutos.

Nossos resultados demonstram que a w-conotoxinna MVIIC inibiu a exocitose
induzida por etomidato. Na figura 10a sdo mostradas as imagens representativas da
reducdo da intensidade do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s a exposi¢do
ao etomidato 1 pM  por 7 minutos (painel inferior), com aproximadamente 30% de
reducdo. A figura 10b mostra imagens representativas da reducdo da intensidade do
sinal fluorescente antes (painel superior) e apds 7 minutos de exposicdo a -
conotoxinna MVIIC (50 uM) (painel inferior), com reducdo em torno de 13% do sinal
fluorescente quando comparado ao etomidato 1 uM

Uma vez que a liberacdo de vesiculas sinapticas em JNM de mamiferos € mediada
por canais para Ca’*do tipo P/Q , a partir destes resultados nés investigamos se o efeito
exocitotico do etomidato envolveria estes canais. Para responder a esta pergunta,
utilizamos w-Agatoxina IVA, uma neurotoxina especifica para o blogueio de canais
para Ca®*do tipo P/Q.

As preparacdes marcadas com a sonda FM1-43, foram pré-incubadas por 7 minutos
com duas concentragdes diferentes de ®-Aga IVA. Inicialmente, utilizamos a
neurotoxina na concentragdo 200 nM, pois nesta concentracdo haveria o bloqueio dos
canais para Ca”*do tipo P e Q. Num segundo momento, realizamos novos experimentos,
nas mesmas condi¢cGes descritas anteriormente, utilizando a neurotoxina na
concentracéo de de 30 nM, pois esta concentracdo tem sido empregada para bloquear
0s canais para Ca**do tipo P (RANDALL & TSIEN, 1995), sem interferir com os de

tipo Q.
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As figuras 10c-d mostram imagens representativas da reducdo da intensidade do
sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s 7 minutos de exposicdo a w-AGA
IVA 30 nM e 200nM, respectivamente. Observamos nestas imagens que a queda da
intensidade de fluorescéncia foi cerca de 20% para ©-AGA IVA 30 nM e de 10 % para
®-AGA VA 200 nM. A figura 12e mostra o grafico da quantificacdo dos efeitos do
bloqueador para canais de Ca?* em concentracdes que bloqueiam os canais de Ca®* do
tipo P/Q e do canal tipo P isolado, antes e ap6s 7 minutos de incubacao.

A andlise destes resultados mostra que a ®-AGA IVA 30 nM reduziu
significativamente a exocitose evocada por etomidato (***P<0.001). Ndo foi observada
diferencga estatistica entre as duas concentracfes de w-AGA testadas na presenca do
etomidato . Estes resultados sugerem que o etomidato é capaz de estimular a exocitose
de vesiculas sinépticas por um mecanismo depende de canais para Ca**do tipo P/Q,

podendo haver maior contribui¢do dos canais do tipo P.
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Figura 10. Etomidato estimula a exocitose de vesiculas sinapticas por um
mecanismo dependente de canais para Ca?* do tipo P/Q, podendo haver maior
contribuicdo dos canais do tipo P. A) Imagens representativas da reducdo do sinal
fluorescente antes (painel superior) e ap6s a exposicdo ao etomidato (1 puM) por 7
minutos (painel inferior). B) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente
antes (painel superior) e apds 7 minutos de exposicdo a MVIIC (50 uM) (painel
inferior). C) Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel
superior) e apds 7 minutos de exposicdo a ®w-AGA IVA (30 nM) (painel inferior). (D)
Imagens representativas da reducdo do sinal fluorescente antes (painel superior) e ap6s
7 minutos de exposicdo a ®-AGA IVA (200 nM) (painel inferior). (E) Quantificagdo
dos efeitos dos blogueadores para canais de Ca®* em concentracdes para o blogueio dos
canais de Ca** do tipo P/Q e do canal tipo P isolado, antes e apés 7 minutos de
incubagdo. AF/F fluorescéncia normalizada. Foram analisados cinco pontos
fluorescentes de cada terminal nervoso. Utilizamos dois terminais nervosos de cada
animal, sendo que para cada condicdo experimental contamos com 3 animais. Os
resultados expressam a média + EPM de 120 pontos fluorescentes de 24 terminais
nervosos de 12 animais. ** P<0.01 e ***P<0.001comparado ao etomidato 1 uM .Barra

de escala=10 pm.
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4.4-Efeito do etomidato nos potenciais em miniatura da placa motora (MEEPS)

Para avaliar os efeitos de etomidato sobre libertacdo quéntica de ACh,

realizamos gravacdes eletrofisiol6gicas dos MEEPs.

Para estes experimentos também utilizamos o mdsculo diafragma de
camundongos que foi fixado em placa de acrilico contendo Ringer. Os registros
eletrofisiologicos foram feitos a partir de uma fibra muscular. Registramos a liberacéo
do MEEPs sem estimulo por 7 minutos. Posteriormente, adicionamos 0 anestésico ou o

veiculo propilenoglicol e registramos no mesmo tempo obtido para o controle.

A figura 11a mostra as imagens representativas de registros de frequéncia dos
MEEPs na auséncia (controle) e na presenca do estimulo despolarizante KCI 25mM. E
possivel observar que na presenca do estimulo, a frequéncia dos MEEPs é aumentada.
Na figura 11b sdo mostradas as imagens representativas de frequéncia na auséncia
(controle) e presenca de propilenoglicol 1uM. Nestas imagens nota-se que ndo houve
alteracdes na frequéncia dos MEEPs na presenca de propilenoglicol. A figura 11c
mostra imagens representativas de frequéncia na auséncia (controle) e na presenca de
etomidato 1uM. Na presenca do etomidato também ndo houve mudanca na frequéncia
dos MEEPs. Na figura 11d-e temos a quantificacdo grafica da frequéncia dos MEEPs.
Em relacdo a amplitude dos MEEPs, na presenca do etomidato 1uM houve uma

tendéncia ao aumento sem diferenca estatistica.

A partir dos nossos resultados observamos que concentracdes clinicas de
etomidato ndo foram capazes de alterar nem a frequéncia dos eventos, nem a sua
amplitude quando comparadas a um estimulo padrdo (KCI 25 mM). As mesmas
observacdes foram feitas quando realizamos experimentos com o veiculo

propilenoglicol no qual o etomidato é diluido.



40

A B C
Controle Controle Controle
1mv| 1 mv F " -y
10ms 100ms 100 ms
KCl 25 mM Prop. 1uM Etomidato 1uM

Tmy
1Tmyv Tmv
100 ms
100 ms 100 ms

D
2]
o
L
L
E —~
e =3 KCl 25 mM
<z =3 PROPILENOGLICOLI 1M
O *
©s o ETO 1M
se =1 ETO 8uM
< I ETO 10 uM
& = ETO 40 uM

E
o 40134
% 301.3

201.34
=
4~ ]
w2 % *
S £ 1o
E KCI 25mM
g 0.54 =1 PROPILENOGLICOL 1pM
< ETO 1uM
0.0' T

Figura 11. Efeitos do etomidato sobre a frequéncia e amplitude dos MEEPs.
(A) Imagens representativas da frequéncia de MEEPS na presenca de KCI 25mM
(B) Imagens representativas da frequéncia de MEEPs na presenca de
propilenoglicol 1uM (C) Imagens representativas da frequéncia de MEEPs na
presenca de etomidato 1uM . (D) Quantificacdo grafica da frequéncia dos
MEEPs.(E) Quantificacdo grafica da amplitude dos MEEPs .Barras de
calibracdo: 100 ms (horizontal), 1 mV (vertical).*p<0.05 quando comparado ao
KCI. Foram realizados registros de uma fibra muscular para cada animal, sendo

que para cada condig¢do experimental utilizamos 3 animais.
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4.6- Efeito do etomidato sobre os receptores nicotinicos de ACh

O proximo conjunto de experimentos foi voltado para responder se 0 etomidato

pode, de alguma forma, atuar nos receptores nicotinicos pds-sinapticos para ACh.

Para realizar estes experimentos, incubamos um hemidiafragma com a-BGT- Alexa
594, que se liga de maneira estavel aos receptores nicotinicos da placa motora. No outro
hemidiafragma realizamos 0 mesmo tratamento, porém na presenca de etomidato 1 puM,
as imagens para ambas as condi¢Ges experimentais foram registradas no decorrer de 7

minutos.

Posteriormente, realizamos novos experimentos, nas mesmas condicdes, utilizando
propilenoglicol, com o objetivo de verificar se este veiculo exerceria alguma

interferéncia nos receptores nicotinicos de acetilcolina.

A figura 12a mostra imagens representativas da intensidade de fluorescéncia dos
elementos pds-sindpticos de musculo diafragma de camundongo na presenca de a-BGT.
Na figura 12b temos imagens representativas da intensidade de fluorescéncia dos
elementos pos-sinapticos de musculo diafragma de camundongo na presenga de o-
BGT+ etomidato 1 uM. Observa-se nestas imagens que houve perda significativa de
cerca de 20% da intensidade de fluorescéncia quando a preparacdo foi exposta ao
anestésico e a o-BGT concomitantemente. Entretanto, a figura 12c mostra as imagens
representativas na presenga de a-BGT + propilenoglicol 1 pM, onde observamos que
ndo houve alteracdo na intensidade de fluorescéncia, indicando que o veiculo parece nao
interferir com os receptores nicotinicos para ACh. A figura 12e mostra a quantificacao
grafica da média de intensidade de fluorescéncia dos elementos pds-sinépticos. Nota-se
que na presenga de a-BGT + etomidatol uM, houve diferenca estatistica (***p<0.001)

quando comparado a presenga apenas de a-BGT.

A anélise destes resultados sugere que o etomidato pode atuar, de alguma forma,
nos receptores nicotinicos para ACh, uma vez que na presenca do anestésico houve

gueda do sinal fluorescente.
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Figura 13. Etomidato pode atuar nos receptores nicotinicos de ACh. (A-C) Imagens
representativas da intensidade de fluorescéncia dos elementos poés-sinapticos de
musculo diafragma de camundongo na presenga de a-BGT. (B) Imagens representativas
da intensidade de fluorescéncia dos elementos p6s-sinapticos de musculo diafragma de
camundongo na presenga de a-BGT+ etomidato 1 puM. (C) Imagens representativas da
intensidade de fluorescéncia dos elementos pds-sindpticos musculo diafragma de
camundongo na presenca de a-BGT+ propilenoglicol 1 uM (D) Grafico mostrando a
média de intensidade de fluorescéncia dos elementos pds-sinapticos. Foram analisados
15 terminais nervosos para cada hemiface do musculo diafragma de cada animal, sendo
que para cada condicdo experimental contamos com 3 animais. Os resultados
expressam a média + EPM de intensidade de fluorescéncia de 180 terminais nervosos de
6 animais. *** p<0. 001. Barra de escala = 10 pum.
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5 - DISCUSSAO

O ato anestésico é amplamente utilizado sendo que 13,5% da populacdo é
submetido a algum tipo de anestesia a cada ano (CLERGUE et al., 1998). Desta forma,
é fundamental compreender os mecanismos subjacentes ao processo anestésico, abrindo
assim caminho para o desenvolvimento de drogas mais seletivas e mais seguras
(EDOMER et al., 2002).

Neste contexto, investigar e compreender 0S mecanismos de acdo dos
anestésicos gerais, e mais especificamente os intravenosos, sao aspectos cada vez mais
buscados com o intuito de se realizar um emprego mais seguro destes agentes. Estudos
utilizando técnicas de eletrofisiologia e neuroguimica indicam que 0s anestésicos gerais
apresentam potentes efeitos na transmissdo sinaptica no plano do SNC, pois atuam
aumentando a transmissdo sinaptica inibitéria (NICOLL,1972 revisado por
MURUGAIAH & HEMMINGS, 1998) e inibindo a transmissdo sinaptica excitatoria
(POCOCK & RICHARDS,1993). Além disso, estes efeitos podem ser pré e/ou pds-
sinapticos, uma vez que no terminal pré-sinaptico, esses agentes podem alterar a
liberacdo de neurotransmissores, e na regido po6s-sindptica podem modular as respostas
destes (PASHKOV & HEMMINGS, 2002).

Entretanto, apesar dos esforcos realizados para esclarecer os mecanismos pelos
quais os anestésicos atuam no SNC, ndo foi possivel até o momento elucidar,
completamente, os mecanismos celulares e moleculares de acdo dos anestésicos
intravenosos a nivel periférico. Sabe-se que a JNM promove integracdo do SNC e as
células musculares, sendo assim, é fundamental compreender como 0s anestésicos
intravenosos atuam nesta estrutura, uma vez que entre os principais efeitos dos
anestésicos intravenosos estdo as alteracGes no padrdao de contratilidade dos musculos
causando entdo relaxamento muscular e em alguns casos, contracGes subitas
(DOENICK, 1999).

Nesta perspectiva, 0 objetivo inicial deste trabalho foi analisar 0s possiveis
efeitos do anestésico intravenoso etomidato na exocitose de vesiculas sinapticas ha JNM
de diafragma de camundongos. As concentracdes utilizadas nesta investigacao cientifica
0,1 pM ,1 M, 2 uM, 8 uM ,10 uM e 40 uM) foram baseadas em dados da literatura
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(HERRING, 2011; GIESE & STANLEY, 1983;YANG & UCHIDA,
1996 ; BELELLI . et al.,1999).

No presente estudo, mostramos que concentracdes clinicas (1 UM , 2 UM e 8
KUM) e supraclinicas (10 e 40uM) de etomidato induziram a exocitose de vesiculas
sinapticas marcadas com FM1-43, e este efeito foi dose-dependente uma vez que a
medida que aumentava-se a concentracdo do anestésico, maior era 0 decaimento da
fluorescéncia (Figuras 5 e 6). Este dado esta de acordo com experimentos prévios
realizados por nosso grupo de pesquisa avaliando o efeito do propofol na exocitose de
vesiculas sinpticas utilizando a mesma preparacdo (JNM) (LEITE et al., 2010). Neste
trabalho, observou-se que baixas concentracbes de propofol (10-25 puM) também
induziram a exocitose de vesiculas sinapticas. Além disso, dados obtidos por Xie et
al.,(2004), também demonstraram que concentracfes clinicamente relevante de
etomidato foram capazes de estimular a liberacdo de catecolaminas, porém neste estudo
foi utilizado um outro modelo experimental (células cromafins). Entretanto, no estudo
realizado por Herring et al., (2011), utilizando o mesmo modelo do estudo anterior
(células cromafins), assim como em células PC12, e cultura de neurdnios, demonstrou-
se que, diferentemente dos resultados apresentados por Xie et al., (2004) e por nos neste
trabalho, o etomidato inibiu a liberacdo de neurotransmissores atuando em proteinas

especificas envolvidas na neurotransmissdo como a sintaxina 1A.

Um outro estudo realizado por Xie et al., (2012) utilizando linhagens de células
PC12 com expressdo suprimida de proteinas como sinaptotagmina I, SNAP 25 e SNAP
23, demonstrou que os anestésicos etomidato e propofol ndo inibiram a liberacdo de
neurotransmissores, sugerindo assim que a acao inibitoria causada por estes anestésicos
pode estar relacionada a sitios especificos nestas proteinas. A discrepancia destes
resultados em relagdo ao estudo anterior deste mesmo grupo de pesquisa utilizando
células cromafins e aos nossos apresentados aqui utilizando JNM, pode estar

relacionada aos modelos experimentais e as técnicas utilizadas.

ApoOs a observacdo de que o etomidato leva a um aumento da exocitose de
vesiculas sinapticas, investigamos o mecanismo pelo qual esse anestésico estaria
exercendo o seu efeito. J& esta bem estabelecido que o durante o potencial de acdo a
abertura dos canais para Na® inicia o processo de despolarizacio da membrana do

terminal pré-sinaptico. Assim, investigamos a participagio dos ions Na* na exocitose de


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1113/jphysiol.2004.070664/full#b19
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vesiculas sinapticas induzida por etomidato utilizando a TTX, um potente bloqueador
de CSSV a nivel periférico e central (NARAHASHI, 2008). Esta neurotoxina
apresenta alta poténcia e especificidade, de maneira que néo afeta outros receptores ou
canais i6nicos (NARAHASHI, 2008). Nossos resultados sugerem que a exocitose
induzida por etomidato segue um mecanismo independente de Na', pois n3o
verificamos alteracdo significativa na exocitose evocada pelo anestésico na presenca
deste bloqueador (Figura 8). Estes dados estdo de acordo com os descritos por Leite et
al.,(2010), no qual foi observado que, em baixas doses, 0 propofol estimula a exocitose
de vesiculas sinapticas por um mecanismo independente de Na’. Além disso, outros
estudos evidenciaram que os anestésicos inalatorios halotano e isoflurano foram capazes
de estimular a liberacdo de neurotransmissores em um mecanismo independente de Na*
(SILVA et al., 2007; DINIZ et al., 2007).

Dessa forma, avaliamos a possibilidade do etomidato estimular a liberacdo de
vesiculas sinapticas atuando, de alguma forma, em CCSV, uma vez que este é um passo
fundamental para a exocitose de vesiculas sinépticas. De fato, dados da literatura
sugerem que a liberacdo dos neurotransmissores € regida por alguns subtipos de CCSV
que foram subdivididos em L-, N, P e Q tendo como base para esta divisdo: diferencgas
na distribuicdo, biologia molecular, farmacologia e propriedades eletrofisioldgicas
(NOWYCKY:; FOX;TSIEN, 1985; MILLER, 1987; HIRNING et al., 1988 revisto por
WRIGHT & ANGUS 1996).

A figura 9 mostra que na auséncia de Ca?* externo o etomidato néo foi capaz de
promover a exocitose de vesiculas sindpticas. Com base nestes experimentos, podemos
concluir que a acdo do etomidato ocorre de uma maneira dependente de Ca®* externo e
independente de Ca®* interno, uma vez que na auséncia do Ca®* externo néo verificamos
exocitose, sendo assim os estoques intracelulares de Ca®* sozinhos ndo séo capazes de

promover a exocitose.

Nosso proximo passo foi entao investigar o tipo especifico de CCSV responsavel
por este efeito. As preparaces nervo-musculo foram expostas ao etomidato na presenca
da neurotoxina w-CTx-MVIIC, um blogueador inespecifico para canais do tipo N, P e Q
(HILLYARD et al., 1992). A figura 10 mostra que na presenca de ®-CTx-MVIIC a
exocitose evocada por etomidato foi inibida. A seguir, testamos o efeito de
bloqueadores especificos de CCSV na exocitose induzida por etomidato, uma vez que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1352986
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em terminais nervosos, coexistem multiplos subtipos de CCSV, sendo que os subtipos
de maior importancia para transmissdo sindptica neuromuscular sdo os do tipo P/Q
(LEVEQUE et al., 1994). Utilizamos entdo em nossos experimentos a neurotoxina m-
Aga IVA, um bloqueador especifico para os canais para Ca>* supracitados (P/Q). Esta
toxina requer o estado aberto do canal para ter acesso ao sitio de ligacdo e quando liga-
se, inativa-o (OLIVEIRA et al.,1994).

A figura 10 mostra que na presenca de w-Aga IVA (200 nM), a inibicdo da
exocitose induzida por etomidato nao foi maior quando comparada a concentracdo de
30 nM. Estes resultados sugerem que o etomidato é capaz de estimular a exocitose de
vesiculas sinapticas por um mecanismo depende de canais para Ca?* do tipo P/Q,

podendo haver maior contribuicdo do canal tipo P.

Diferente dos nossos dados, estudos realizados em cardiomidcitos de ventriculos de
coracdo de cobaias demonstram que o etomidato atuava inibindo, e ndo estimulando, os
CCSV do tipo L existente nestas células. Esta diferenca pode estar relacionada ao tipo
de CCSV presente na célula estudada. Entretanto, existem dados na literatura que
apontam que agentes anestésicos do mesmo grupo do etomidato como o propofol,
podem atuar nos CCSV do tipo N também estimulando exocitose de vesiculas
sinapticas de JNM de rd (LEITE et al., 2010). Em relagdo aos CCSV do tipo P/Q, foi
descrito que em fatias cerebrais de ratos, concentracBes clinicas de anestésicos
intravenosos como propofol inibem a liberacdo de dopamina, que tem sua liberacéo
mediada predominantemente por CCSV do tipo P/Q (HIROTA et al., 2000). Podemos
observar desta forma, que anestésicos pertencentes ao mesmo grupo podem produzir

efeitos diversos nos diferentes subtipos de CCSV.

Um dos aspectos que chama a atencdo para nosso estudo € o fato de que o
anestésico etomidato induz a exocitose de vesiculas sindptica na JNM, enguanto a
literatura aponta que um dos efeitos causados pelos anestésicos gerais € o relaxamento
da musculatura esquelética (CATON, 2005). No entanto, varios efeitos secundarios
desfavoraveis associados com etomidato foram observados, incluindo a dor durante a
injecdo e os movimentos mioclénicos durante a inducdo da anestesia geral. (WATT
& LEDINGHAM , 1984 revisto por FORMAM, 2011).
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As mioclonias sdo consideradas movimentos involuntarios de um mdasculo ou
grupo de masculos causadas por contragdes bruscas ou até mesmo por relaxamento
muscular. Quando relacionadas a contragdo, sdo chamadas de mioclonias positivas e as
relacionadas ao relaxamento muscular sdo conhecidas como mioclonias negativas
(RUBBOLI & TASSINARI, 2006).

Em relacdo ao etomidato, tem sido demonstrado que as mioclonias positivas
aumentam com doses crescentes do agente. Além disso, quando a anestesia € induzida
por etomidato, cerca de 50-80% dos pacientes apresentam mioclonias (DOENICKE ,
1999).

A literatura também aponta varios estudos que correlacionam uso de anestésicos
intravenosos a efeitos excitatérios que podem se manifestar como mioclonias. Krieger
et al., (1985), relataram a atividade epileptiforme generalizada no eletroencefalograma
em 20% dos pacientes ndo epilépticas apds a administracdo de etomidato. Borgeat et
al.,(1993) verificaram movimentos espontaneos em 100% das criancas que receberam 3

mg/kg de propofol.

O mecanismo neurologico que causa mioclonias ainda permanece obscuro
(MODICA et al.,1990). Uma possibilidade é que ela represente alguma forma de
atividade convulsiva. Por outro lado, alguns argumentam que ela é um fendmeno de
desinibicdo cortical, uma vez que na presenca de grandes concentra¢des de etomidato,
ha depressdo de atividade cortical (DOENICK, 1973; DOENICK, 1999).

Estudos tem sido voltados para elucidar o mecanismo pelo qual o etomidato
causa mioclonias, como o estudo de Snodgrass (1990), que demonstra que 0s receptores
GABAA que sdo alvos do etomidato no SNC, podem estar envolvidos nos mecanismos
de mioclonias. Concomitante com este dado, pesquisas apontam que agonistas de
receptores GABAA como o etomidato, produzem mioclonias em varios modelos

N

desinibicéo localizada resultante (OKADA et al., 1989).

Sendo assim, possiveis mecanismos para explicar este fendbmeno, a nivel do
SNC, séo a capacidade do etomidato possuir propriedades agonistas sobre os receptores

GABAA, e o fato deste anestésico fazer parte da classe dos anestésicos com efeitos
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excitatorios, pois todas substancias que pertencem a esta classe, provavelmente
interagem com receptores GABA ou receptores de aminodcidos excitatorios
melhorando as respostas evocadas (WINTERS, 1978 revisto por Snodgrass, 1990).

Entretanto, apesar dos esfor¢cos empregados para tentar explicar 0s mecanismos
que levam a mioclonia a nivel de SNC, tais mecanismos relacionados a nivel periférico
ainda nao foram elucidados. Nossos resultados utilizando uma poderosa ferramenta de
monitoramento de reciclagem de vesiculas sinapticas (FM1-43), indicam que ha
exocitose de vesiculas sinapticas evocadas por etomidato em concentracdes clinicas.
Sendo assim, poderiamos especular que as mioclonias observadas com etomidato na
prética clinica poderiam ser pelo menos parcialmente explicadas pelo aumento da
exocitose de ACh na JINM.

Para testar esta hipétese realizamos experimentos utilizando a técnica de
eletrofisiologia para avaliar se o etomidato teria algum efeito sobre a frequéncia e a

amplitude dos potenciais de placa motora em miniatura (MEEPS).

Nossos resultados indicam que tanto a frequéncia quanto a amplitude dos
MEEPs ndo foram alterados na presenca do etomidato (Figura 11). Estes achados
concordam com estudos anteriores e pioneiros sobre a acdo de anestésicos na
transmissdo neuromuscular. Miller et al., (1971) e Watland et al., (1957),
demonstraram que halotano ndo exerce efeito na transmissdo neuromuscular. Por outro
lado, Karis et al., (1966), relataram que varios anestésicos inalatorios atuavam
diminuindo a amplitude dos MEEPs de musculo sartério de ras. A hipotese levantada
por estes pesquisadores é que estes anestésicos causam uma diminuicdo de sensibilidade
da membrana pés-sinaptica para ACh.

Nossos resultados utilizando a-BGT indicam que o etomidato pode atuar nos
receptores nicotinicos de ACh e esta seria uma possivel explicacdo para a auséncia de
mudanga no padrdo dos MEEPs na presenca do etomidato. Demonstramos que na
presenca de etomidato em concentragdes clinicas, a marcagdo com a-BGT foi diminuida
(Figura 12). Para explicar um possivel mecanismo de agdo dos anestésicos sobre 0s
receptores nicotinicos para ACh, levantamos a hipétese de que sendo o etomidato um
anestésico lipofilico, poderia de alguma forma, alterar a distribuicdo dos receptores

nicotinicos para ACh. Caso isso ocorresse, ndo observariamos alteracdes no registro dos
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MEEPs, assim como aconteceu em nossos estudos utilizando a técnica de
eletrofisiologia. Além disso, estudo recentemente publicado por Bondarenko et al.,
2012, fornece evidéncia experimental convincente de que anestésicos intravenosos e
inalatérios induzem mudancas na dinamica de proteinas que formam o receptor
nicotinico, especialmente proximo a regides hidrofobicas que regulam diretamente as
funcGes do canal. Entretanto, o mecanismo pelo qual ocorre a interacdo entre o
anestésico e os receptores ainda ndo estd completamente compreendido, necessitando

um estudo mais aprofundado para esclarecer como ocorre este fenémeno.

Estudos como o de Scheller et al., (1997), indicam que anestésicos como
sevoflurano e isoflurano atuam nos receptores nicotinicos inibindo-os de uma forma
reversivel e em concentracdes sub-clinicas. Foi evidenciado também que anestésicos
intravenosos como propofol e etomidato sdo capazes de diminuir o tempo de abertura
dos receptores nicotinicos em doses clinicas e supra-clinicas (RUTH et al., 1992). J4 o
estudo de Forman et al., (1995) demonstrou que isoflurano foi capaz de se ligar a um
sitio localizado dentro do canal do receptor, o que ocasionou a inibicdo do receptor pelo

anestésico.

Nesta linha de raciocinio, Branningan et al., (2010), investigou se o sevoflurano
possuia apenas um sitio no receptor de ACh. Os achados encontrados por estes
pesquisadores revelaram que este anestésico pode se ligar a varios sitios no receptor de
ACh, podendo se ligar a sitios superficiais, a sitios interunidades do receptor ou até
mesmo dentro do poro como foi demonstrado anteriormente. Além disso, muitos
estudos utilizando analogos fotorreativos do etomidato como o azietomidato e TDBzL-
etomidato evidenciam sitios de ligacdo para estes agentes nos receptores nicotinicos
para Ach, causando sua inibicdo(ZIEBELL et al., 2004; NIRTHANAN et al., 2008).

A partir do nosso corpo de resultados, sugerimos que o etomidato em doses
clinicas é capaz de promover a exocitose de vesiculas sinapticas por mecanismo
dependente Ca”* externo. Sugerimos ainda que a liberacdo do neurotransmissor
induzida pelo etomidato inicialmente talvez possa causar excitacdo dos receptores pos-
sinapticos, o que poderia ser relacionado aos movimentos espontaneos apos a
administracdo do anestésico, com posterior dessensibilizagdo destes receptores.
Entretanto, ainda estamos no campo das hipoteses sendo necessario estudos mais

aprofundados para esclarecer este provavel mecanismo.
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Este trabalho é pioneiro em relacionar a acdo de um anestésico amplamente
utilizado na clinica médica e seus efeitos na JNM de camundongos, pois os trabalhos
enfocando o uso do etomidato foram voltados até aqui, para seus efeitos no SNC
(EVANS et al, 1978; ASHTON et al., 1981; PATEL et al.,1995; HERRING et al.,
2011). Assim, os resultados expostos neste trabalho poderdo ajudar no entendimento de

alguns efeitos clinicos deste anestésicos a nivel periférico.
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6- CONCLUSAO

Este estudo demonstra, por métodos de microscopia optica de fluorescéncia, que o
anestésico intravenoso etomidato, que é amplamente utilizado na clinica, apresenta
acOes pré-sinapticas estimulando a exocitose de vesiculas sindpticas, e que este efeito
ocorre por uma maneira independente de Na* e dependente de Ca®**, mais
especificamente atuando em canais para Ca®* do tipo P/Q, podendo haver maior
contribuicdo dos canais tipo P.

Utilizando a técnica de eletrofisiologia demonstramos que o etomidato ndo alterou a
frequéncia nem a amplitude dos registros de MEEP, fato que pode ser explicado pela
acao do anestésico nos receptores pos-sinapticos para ACh. Nossos dados sugerem que
0 etomidato pode alterar o padrdo de distribuicdo dos receptores nicotinicos

intereferindo assim com a resposta mediada pelos mesmos.
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