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RESUMO 

 

Sevoflurano e isoflurano são anestésicos inalatórios utilizados tanto para a 

indução quanto para a manutenção da anestesia. Apesar de serem amplamente utilizados 

na prática clínica, seus mecanismos sinápticos de ação não são completamente 

elucidados. Além disso, esses fármacos também causam relaxamento muscular 

esquelético durante sua utilização em procedimentos cirúrgicos. Este efeito pode estar 

relacionado a um efeito inibitório destes agentes na liberação de acetilcolina na região 

da junção neuromuscular. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar e 

comparar os efeitos pré-sinápticos dos anestésicos sevoflurano e isoflurano na junção 

neuromuscular de camundongos, utilizando técnicas de microscopia óptica para 

visualizar a reciclagem de vesículas sinápticas. No presente trabalho, preparações 

neuromusculares de diafragma de camundongos foram isoladas e os aglomerados de 

vesículas sinápticas marcados com a sonda fluorescente FM1-43 com o objetivo de 

avaliar a interferência do sevoflurano e isoflurano no ciclo espontâneo ou evocado das 

mesmas. Sevoflurano e isoflurano (0,45, 0,6 e 0,9 mM) não alteraram a exocitose 

espontânea de vesículas sinápticas. Além disso, sevoflurano e isoflurano não 

apresentaram efeito inibitório sob o estímulo despolarizante gerado por solução 

concentrada de KCl, um estímulo Na
+
-independente. Por outro lado, sevoflurano e 

isoflurano mostraram significativo efeito inibitório sob os estímulos despolarizantes 

Na
+
-dependente evocados por 4AP (1mM) e veratridina (100 µM), sugerindo uma ação 

destes anestésicos em canais para Na
+
. Além disso, o efeito inibitório de sevoflurano 

sob a desmarcação do FM1-43 induzida por 4AP foi maior do que o observado com 

isoflurano. A exocitose evocada por veratridina (100 µM) foi inibida por tetrodotoxina 

(1 µM TTX), porém nenhuma inibição adicional foi observada quando TTX foi usada 

conjuntamente com os anestésicos testados. Contudo, TTX 0,5 µM concentração esta 

que reduz em 50% a exocitose induzida pela veratridina, com 0,45 mM de sevoflurano 

ou de isoflurano inibiu o estímulo despolarizante da veratridina de forma similar a 

inibição causada por 1µM TTX, indicando que estes anestésicos podem ter como alvo 

canais para Na
+
 voltagem-dependente. Nossos resultados mostram que os anestésicos 

voláteis sevoflurano e isoflurano inibem a exocitose evocada por estímulos dependentes 

de Na
+
 provavelmente por atuarem em canais para Na

+ 
sensíveis a TTX. Estes achados 

podem contribuir para um melhor entendimento dos efeitos neuromusculares 

observados durante a administração destes fármacos na anestesia geral. 

Palavras-chave: sevoflurano; isoflurano; exocitose; junção neuromuscular; FM1-43. 
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ABSTRACT 

Sevoflurane and isoflurane are halogenated anesthetics used for induction and 

maintenance of anesthesia. Despite being routinely used in clinical practice, their 

synaptic mechanisms of action are not clearly understood. In addition, these drugs also 

cause skeletal muscle relaxation during their administration in clinical procedures.  This 

effect might be correlated with an inhibitory effect on the release of acetylcholine at the 

neuromuscular junction. Thereby, the aim of this work was to investigate and compare 

the presynaptic effects of sevoflurane and isoflurane at the mouse 

neuromuscular junction using optical techniques to visualize the recycling of synaptic 

vesicles. In the present study, diaphragm nerve-muscles preparations of mice were 

isolated and clusters of synaptic vesicles were labeled using the fluorescent vital dye 

FM1-43 to examine whether these volatiles anesthetics might interfere with the 

spontaneous and/or evoked exocytosis. Our data showed that both sevoflurane and 

isoflurane (0.45, 0.6 and 0.9 mM) did not evoke spontaneous exocytosis of synaptic 

vesicles. In addition, sevoflurane and isoflurane had no effect in 

inhibiting depolarization evoked by KCl (60 mM), a Na+-independent stimulus. 

However, sevoflurane and isoflurane significantly inhibited the depolarization evoked 

by 4AP (1mM) and veratridine (100 µM), suggesting a putative action on 

sodium channels. Furthermore, the inhibition of FM1-43 destaining evoked by 4AP was 

greater under sevoflurane treatment compared to isoflurane. Exocytosis evoked by 

veratridine was inhibited by tetrodotoxin (1 µM TTX) but no further inhibition was 

observed when TTX (1 µM) was associated with either anesthetic. Nevertheless, a 

reduced TTX concentration (0.5 µM) used together with 0.45 mM sevoflurane or 

isoflurane showed an inhibition similar to TTX (1 µM) alone, indicating that both 

agents may target in voltage gated sodium channels. Thus, our data suggest that the 

volatile anesthetics sevoflurane and isoflurane inhibit exocytosis evoked by sodium 

dependent depolarization and it might act on sodium channels that are sensitive to 

TTX. These findings contribute to a better understanding of some clinical muscular 

aspects observed during administration of these halogenated volatile agents. 

Key words: sevoflurane; isoflurane; exocytosis; neuromuscular junction; FM1-43. 

 

 



 

15 

 

1. INTRODUÇÂO 

 

1.1 A Junção Neuromuscular 

 

Sinapses são regiões especializadas que permitem a comunicação entre uma célula 

pré-sináptica com uma célula alvo pós-sináptica. Até o presente momento, dois tipos de 

sinapses foram descritos: a sinapse elétrica e a sinapse química (ZHAI & BELLEN, 

2004). A sinapse elétrica é um mecanismo de comunicação e transmissão de impulsos 

através da condução de íons por proteínas de membrana de uma célula para outra, em 

regiões especializadas (gap junctions) (revisado por HORMUZDI et. al., 2004). Já nas 

sinapses químicas, mais lentas do que a sinapse elétrica, um sinal elétrico resultante da 

propagação de correntes iônicas é convertido em um sinal químico, representado pela 

liberação de neurotransmissores que irão atuar sobre a célula alvo (KATZ, 1966; 

revisado por ZHAI & BELLEN, 2004).  

A junção neuromuscular (JNM) da classe dos mamíferos (FIGURA 1) é um dos 

modelos atuais de sinapses mais utilizados para estudos neuroquímicos e 

neurofisiológicos e de melhor compreendimento, dada sua simplicidade estrutural, 

tamanho e acessibilidade (KUMMER et.al., 2006). Esta estrutura consiste em uma 

sinapse química composta por uma célula pré-sináptica (terminal axonal de um 

neurônio motor) contendo abundantes vesículas sinápticas preenchidas com o 

neurotransmissor acetilcolina (ACh), uma fenda sináptica e um aparato de recepção na 

membrana da célula pós-sináptica (célula muscular). Em determinadas regiões da 

terminação, é possível observar, no plano ultraestrutural, regiões eletrondensas 

denominadas zonas ativas que marcam os sítios subcelulares da transmissão sináptica. 

Cada zona ativa pode ser identificada pela sua associação com aglomerados de vesículas 

sinápticas pequenas, de aproximadamente 50nm de diâmetro, preenchidas com ACh em. 

Nestas regiões,  vesículas sinápticas se ancoram, fusionam-se com a membrana e 

liberam neurotransmissores na fenda sináptica. O aparato de recepção pós-sináptico, 

justaposto a zonas ativas, contém aglomerados de receptores de neurotransmissores e 

canais iônicos e é referido como densidade pós-sináptica, dada sua aparência quando 

observado sob microscópio eletrônico de transmissão (GARNER et.al., 2000). Na JNM 

de camundongos este aparato é formado por receptores nicotínicos para a ACh. Esses 

receptores não estão uniformemente distribuídos pelo aparato pós-sináptico, mas sim 

formando agrupamentos nas dobras da membrana pós-sinaptica, atingindo nesses locais 
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densidades que podem chegar a mais de 10000 por mm
2
. Esse arranjo permite aos 

receptores detectar de forma rápida e eficiente a ACh liberada durante a exocitose 

(revisado por HALL, 1992 E HALL & SANES, 1993).  

A exocitose de vesículas ocorre na zona ativa e a subseqüente recuperação 

endocítica dos componentes vesiculares pode ocorrer tanto na zona ativa quanto na área 

da zona peri-ativa (ROOS & KELLY, 1999).  

Todo este arranjo demonstrado anteriormente garante a integração entre células 

nervosas e as células musculares e constitui um modelo para o estudo do ciclo de 

vesículas sinápticas e possíveis interferências farmacológicas neste processo. 
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Figura 1: Junção Neuromuscular de camundongo. (A) Micrografia eletrônica de 

varredura de JNM de camundongo. Nota-se a presença de terminais axonais (setas) 

disposto de forma circular sobre uma célula muscular estriada esquelética, que apresenta 

na membrana pós-sináptica diversas dobras juncionais, nas cristas das quais se 

concentram aglomerados de receptores para ACh  (TORREJAIS et al, 2002) (Barra de 

escala: 10 µm). (B) Imagem de microscopia de fluorescência de JNM de camundongo 

(Matheus de C. Fonseca). Observa-se o axônio mielinizado (seta) e o terminal pré-

sináptico de aspecto circunscrito (estrela) (Barra de escala: 10 µm). (C) Micrografia 

eletrônica de transmissão de uma JNM de camundongo (Hermann A. Rodrigues). O 

componente pré-sináptico apresenta diversas vesículas sinápticas e algumas 

mitocôndrias. A célula muscular, pós-sináptica, apresenta em sua membrana dobras 

juncionais. Os elementos pré e pós-sinápticos são separados por uma estreita fenda 

sináptica (Barra de escala: 1 µm). 
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1.2 A comunicação neuronal e o ciclo de vesículas sinápticas 

 

A comunicação neuronal química é um fenômeno regulado e de grande 

importância para a realização das atividades vitais do organismo. Para que esta 

comunicação ocorra de forma adequada e precisa, uma série de eventos precisa ocorrer: 

a despolarização de uma célula pré-sináptica devido à dinâmica dos canais iônicos; a 

exocitose de vesículas sinápticas mediada por proteínas específicas; e a liberação de 

neurotransmissores que se ligarão a seus receptores específicos e desencadearão 

resposta típica. As regiões especializadas de comunicação entre o terminal axonal de um 

neurônio e uma célula pós-sináptica onde os neurotransmissores são liberados da célula 

pré-sináptica e ativam seus receptores pós-sinápticos são denominadas sinapses 

(SHERINGTON, 1906, WU et.al., 2010). 

O ciclo de vesículas sinápticas envolve um tráfego cíclico destas organelas, o qual 

pode ser descrito em dois grandes eventos gerais: (1) Exocitose: (a) os 

neurotransmissores são sintetizados e ativamente transportados para dentro das 

vesículas sinápticas; (b) as vesículas agrupam-se em na região da zona ativa; (c) 

ancoram-se nela; (d) amadurecem e então; (e) tornam-se aptas para a fusão e 

consequente exocitose disparada pelo influxo de Ca
2+

 para o interior do terminal 

(SÜDHOF, 2004) (FIGURA 2). (2) Endocitose: após a exocitose, as vesículas 

sinápticas são endocitadas e recicladas por uma de três vias alternativas: (a) endocitose 

chamada “Kiss and Run” - neste modelo, após as vesículas liberarem os 

neurotransmissores via um poro de fusão transiente, elas são recapturadas, podendo 

permanecer no local, ser novamente preenchidas com neurotransmissor e submeter-se a 

um novo ciclo de exocitose ou, alternativamente, podendo não ancorar e permitir que 

outras vesículas ocupem seu lugar (CECCARELLI et al., 1973; SÜDHOF, 2004); (b) 

endocitose mediada pela formação da cobertura de clatrina (FIGURA 3) - após a 

completa fusão da membrana da vesícula com a membrana plasmática do terminal, 

forma-se uma cobertura de clatrina, que ailiada por proteínas acessórias, fornece  a força 

necessária para a invaginação da membrana. Em seguida, a vesícula é reacidificada e 

repreenchida diretamente ou após passar por um endossoma intermediário (HEUSER & 

REESE, 1973; MURTHY & DE CAMILLI, 2003); (c) endocitose via grandes 

invaginação de membrana e formação de cisternas, das quais brotam novas vesículas 

cobertas por clatrina (TAKEI et al., 1995; RICHARDS et al., 2000) (FIGURA 3). 
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Os eventos que culminam com a exocitose de vesículas sinápticas se iniciam com a 

chegada de um potencial de ação no terminal pré-sináptico, que levará à modificação 

estrutural em proteínas especializadas de membranas, responsáveis pelo influxo/efluxo 

de íons, denominadas canais iônicos (SÜDHOF, 2004).  A abertura de canais para Na
+
 

(íons sódio) sensíveis à voltagem (CSSV) leva ao influxo deste íon no terminal axonal 

aumentando o potencial de membrana desta região (SÜDHOF, 2004). 

Consequentemente, ocorre a abertura de canais para Ca
2+

 (íons cálcio) sensíveis à 

voltagem (CCSV) que permitem o influxo de Ca
2+

 para o interior do terminal, 

desencadeando assim a exocitose de vesículas sinápticas e subsequente liberação do 

neurotransmissor na fenda sináptica. (FIGURA 2). Para que a membrana retorne a seu 

potencial de repouso, existe a participação dos canais vazantes para K
+ 

(íons potássio) e 

ativo trabalho da bomba ATPásica de Na
+
 e K

+
. 

A exocitose de vesículas sinápticas compartilha muitos princípios básicos e 

proteínas homólogas com outros eventos de fusão de membrana (LI & CHIN, 2003). Os 

componentes conservados da maquinaria geral de fusão vesicular incluem as chamadas 

proteínas SNARE [soluble NSF attachment receptor – vesiculares (v-SNARE) e 

membranares (t-SNARE)], ATPase NSF, Munc18/nSec 1,GTPase Rab3 e proteínas 

exocíticas (LI & CHIN, 2003; SUDHOF, 2013) Além destes elementos conservados, a 

exocitose de vesículas sinápticas usa um conjunto de proteínas únicas como a 

sinaptotagmina, complexina, Munc 13 e RIM, responsáveis pela rápida resposta a 

alterações no transiente de Ca
2+

 intracelular (LI & CHIN, 2003). A maquinaria mínima 

essencial para a fusão de vesículas sinápticas é composta pelas proteínas do complexo 

SNARE: 1) a sinaptobrevina/VAMP, localizada na membrana da vesícula e também 

chamada de v-SNARE (vesicular SNARE); 2) sintaxina e SNAP-25, situadas na 

membrana plasmática do terminal pré-sináptico e por esta razão chamadas de t-SNARE 

(target SNARE) (SÖLLNER et al., 1993). A fusão de membranas que possibilita a 

liberação dos neurotransmissores é regida pela progressiva interação entre SNAREs de 

vesícula sináptica com as da membrana do terminal. A sinaptotagmina I é uma proteína 

integral presente na membrana da vesícula sináptica que funciona como um sensor para 

Ca
2+

, ligando-se a este íon, o que permitirá a interação das v-SNAREs com as proteínas 

t- SNAREs e desencadeará a exocitose da vesícula (MURTHY & DE CAMILLI, 2003; 

CHAPMAN, 2006).  

Como mencionado, a transferência de impulsos nervosos para a célula-alvo pós-

sináptica ocorre através da liberação de neurotransmissores a partir de vesículas 
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sinápticas previamente maturadas. A maturação das vesículas compreende a 

acidificação do lúmem da organela, preenchimento com neurotransmissores, associação 

com proteínas de membrana e agrupamento em um dos três possíveis pools ou 

aglomerados de vesículas conhecidos: o aglomerado prontamente liberável, o 

aglomerado de reciclagem ou o aglomerado de reserva (RIZZOLI & BETZ, 2005; 

ALABI & TSIEN, 2012). Com isso, pode-se dizer que a manutenção da transmissão 

sináptica relaciona-se diretamente com a disponibilidade de vesículas sinápticas 

preenchidas com uma alta concentração de neurotransmissores e passíveis de serem 

exocitadas. (SCHWEIZER & RYAN, 2006).  
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Figura 2: A exocitose de vesículas sinápticas. O influxo de Na
+ 

no terminal gera uma 

mudança no potencial de membrana da célula, fazendo com que o interior do terminal 

fique carregado positivamente. Esta mudança de potencial leva a abertura de canais para 

K
+
 e Ca

2+
 sensíveis a voltagem. O influxo de K

+
 leva ao restabelecimento do potencial 

de membrana, enquanto que o influxo de Ca
2+

é responsável por desencadear o evento de 

exocitose vesicular. A exocitose de vesículas ocorre graças a um conjunto de proteínas, 

dentre elas, proteínas SNARE. Após a exocitose, porções de membrana são endocitados 

para o interior do terminal pré-sináptico para a formação de novas vesículas passíveis de 

serem novamente preenchidas com neurotransmissores e, assim, iniciar um novo ciclo.  

FONTE: www.cnsforum.com/content/pictures/imagebank/hirespng/vesicle_fusion.png  
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Figura 3: Modelos propostos de endocitose de vesículas sinápticas. (A) Endocitose 

mediada por capa de clatrina. Modelo proposto por Heuser & Reese no qual as vesículas 

sinápticas são completamente integradas à membrana da zona ativa durante a exocitose 

e são recicladas por meio de endocitose mediada por capa de clatrina. Micrografia 

eletrônica (à direita) demonstrando a presença de depressões de membrana e vesículas 

cobertas por capa de clatrina (setas) em terminação motora submetida a estímulo 

elétrico. É possível observar também a presença de cisternas "c". (B) Modelo de kiss 

and run (à esquerda) proposto por Ceccarelli no qual, durante a liberação de 

neurotransmissores, as vesículas abrem um poro de fusão transitório, mas não se 

fundem completamente a membrana pré-sináptica, sendo recicladas localmente. 

Micrografia eletrônica (à direita) de terminação motora submetida a estímulo elétrico de 

baixa frequência por duas horas. Destaca-se a ausência de vesículas cobertas por capa 

de clatrina e de cisternas.  (C) Diagrama representando endocitose via grandes 

invaginações de membrana (à esquerda) após liberação vesicular. Micrografia eletrônica 

(à direita) indicando invaginações 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). 
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1.3  Os anestésicos inalatórios 

 

De todos os marcos e conquistas na história da medicina, o controle da dor aguda 

durante procedimentos cirúrgicos pode ser considerado como um dos poucos que 

potencialmente afetou a todos os seres humanos. A demonstração das propriedades 

anestésicas do volátil éter por Willian Morton em 1846 foi uma das descobertas mais 

significantes na ciência médica e desde então diversos outros compostos têm sido 

desenvolvidos, sempre buscando alternativas mais efetivas e com menores efeitos 

colaterais para produção da anestesia (VANDAM, 1994). 

Os anestésicos inalatórios são substâncias de grande importância e utilização na 

medicina moderna (HEMMINGS et.al., 2005), com o intuito de promover os seguintes 

principais efeitos: imobilidade, inconsciência, analgesia e supressão de reflexos do 

sistema nervoso autônomo. Apesar de existirem relatos de uso destas substâncias por 

mais de 150 anos e serem amplamente utilizadas na prática clínica, os mecanismos 

moleculares e celulares de ação destas drogas ainda não estão completamente 

elucidados. Logo, um grande esforço tem sido feito para elucidar seus alvos moleculares 

e consequentemente seus efeitos nas terminações nervosas.  

Os anestésicos já foram considerados como drogas sem receptores, produtoras de 

um mesmo efeito neurobiológico, agindo, portanto nos mesmos alvos. Porém, 

atualmente, esta hipótese tem sido contestada (SOLT & FORMAN, 2007) já que 

estudos recentes demonstraram que diferentes classes de anestésicos gerais atuam por 

vias diferentes em distintos alvos, enfatizando assim a existência de múltiplos sítios e 

mecanismos de ação. Além disso, estudos têm demonstrado que os anestésicos atuam 

tanto em alvos pré-sinápticos, quanto em alvos pós-sinápticos (FRANKS, 2006).  

A depressão da neurotransmissão excitatória e/ou facilitação da neurotransmissão 

inibitória são os principais efeitos neurobiológicos dos anestésicos gerais na 

neurotransmissão sináptica central e também, salvo algumas exceções, na periférica 

(OUYANG et.al., 2003; PEROUANSKY, 2008). 

Didaticamente, os anestésicos gerais podem ser divididos em duas classes, 

conforme sua via de administração: anestésicos inalatórios e anestésicos intravenosos. 

Os anestésicos inalatórios geralmente são utilizados para a manutenção da anestesia. Os 

anestésicos intravenosos são empregados para induzir a anestesia, fornecer anestesia 

complementar ou permitir anestesia nos procedimentos operatórios curtos.  Dentre os 

anestésicos inalatórios mais utilizados atualmente, podemos destacar: halogenados em 
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geral (halotano, enflurano, isoflurano, sevoflurano e desflurano) e óxido nítroso. Já 

entre os anestésicos gerais intravenosos destaca-se o etomidato, alguns barbitúricos e o 

propofol (HEMMINGS, 2005). 

Apesar do grande interesse em se descobrir os exatos mecanismos de ação destas 

drogas, é desejável que um anestésico ideal, não importando qual seja seu mecanismo 

de ação, apresente um efeito indutor rápido (mas também suave), ofereça ótimas 

condições para a realização de uma cirurgia e permita rápida recuperação do paciente 

quando a administração da droga for cessada. Até o presente momento, quase todos os 

anestésicos gerais utilizados apresentam vantagens e desvantagens terapêuticas 

(FIGURA 4) e nenhum é capaz de realizar todos os efeitos mencionados por si mesmo 

(HEMMINGS et.al., 2005), porém alguns, como os inalatórios sevoflurano e isoflurano, 

estão mais próximo em atender os requisitos mencionados anteriormente. 

 

 

 



 

25 

 

 

 

Figura 4: Vantagens e desvantagens terapêuticas dos anestésicos gerais 

intravenenosos e inalatórios. Dentre os anestésicos inalatórios, os halogenados 

sevoflurano e isoflurano se destacam por apresentarem poucos efeitos adversos 

conhecidos. 

Fonte: Howland, D., , Mycek, M. J. Farmacologia Ilustrada. Tradução da 3ª edição. 

Porto Alegre: Artmed Editora S.A.; 2007. p. 125-138. 
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1.4  Sevoflurano, Isoflurano e os anestésicos inalatórios.  

 

Os anestésicos inalatórios são substâncias voláteis utilizadas para indução e/ou 

manutenção da anestesia, que apresentam vantagens farmacocinéticas expressivas sobre 

os anestésicos intravenosos. Aumentando ou diminuindo a concentração da substância 

que é inspirada pelo paciente, é possível aumentar ou diminuir a concentração deste 

agente no sangue e nos tecidos corporais, o que permite mudanças rápidas na 

profundidade da anestesia e oferece um método simples para induzir, manter ou cessar a 

anestesia geral. (TORRI, 2010). 

Desde a década de trinta, novos anestésicos inalatórios vêm sendo produzidos. Os 

primeiros eram inflamáveis, porém este problema veio a ser resolvido com a introdução 

de um átomo de flúor na estrutura da molécula. Além disso, esta alteração trouxe 

benefícios como aumento da estabilidade e menor efeito na camada de ozônio (JONES, 

1990; MERRET & JONES, 1994) 

Em 1972, o sevoflurano foi descrito pela primeira vez (WALLIN et.al., 1975), 

porém com uso aprovado apenas em 1990 no Japão. Dentre as propriedades deste 

fármaco, incluem-se os pequenos efeitos sobre o sistema cardiorrespiratório, efeitos 

reversíveis no sistema nervoso central, ausência de efeito tóxico cumulativo com as 

exposições repetidas, dentre outras. Como apresenta um baixo coeficiente de partição 

sangue:gás, a indução e a recuperação anestésicas são mais rápidas e previsíveis. 

Apresenta ainda odor adocicado, sem provocar irritação do trato respiratório e um 

potente efeito broncodilatador, tornando-o um excelente candidato para indução de 

anestesia sob máscara tanto em adultos quanto em crianças (JACOB et.al., 2009). 

Atualmente é o anestésico inalatório mais usado em humanos no mundo (CESAROVIC 

et.al., 2010), porém, seus mecanismos de ação ainda não foram completamente 

esclarecidos.  

O anestésico isoflurano, também uma substância volátil do grupo dos 

halogenados, é o anestésico inalatório mais utilizado na clínica veterinária desde 1988. 

Por possuir um coeficiente de partição sangue:gás maior do que sevoflurano, a 

recuperação dos pacientes após o procedimento anestésico é um pouco mais lenta, 

quando comparado com pacientes submetidos à anestesia com sevoflurano 

(MATTHEWS, 2003). Em cães adultos, a indução com máscara anestésica e a 

recuperação é mais rápida, e de melhor qualidade com o sevoflurano, comparativamente 

com o isoflurano (HOFMEISTER, et.al., 2008).  
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Diferentes alvos moleculares em várias regiões do sistema nervoso estão 

envolvidos nos vários componentes da anestesia geral mediada por anestésicos 

inalatórios ou venosos e estes alvos podem variar entre os anestésicos. Além disso, os 

anestésicos necessários durante muitos procedimentos cirúrgicos afetam tanto a 

transmissão sináptica excitatória e inibitória no sistema nervoso central (RICHARDS 

et.al., 2002). Experimentações eletrofisiológicas mostram que as ações sinápticas dos 

anestésicos gerais inalatórios envolvem alvos tanto pré e / ou pós-sinápticos 

(HEMMINGS, 2009).  

DINIZ e colaboradores (2013) mostraram que os anestésicos voláteis, como 

halotano e sevoflurano induzem a liberação de [
3
H] GABA, em fatias de córtex cerebral 

de rato por induzir o transporte reverso deste neurotransmissor. Outros estudos 

realizados pelo nosso grupo também mostraram que o anestésico inalatório sevoflurano 

induz a liberação de serotonina e dopamina em fatias de cérebro de rato, agindo pré-

sinapticamente (DINIZ, 2007; SILVA, 2008). Além disso, VALADÃO e colaboradores 

(2013) mostraram que o anestésico intravenoso etomidato, estimula a exocitose de 

vesículas sinápticas e também pode interferir com os receptores nicotínicos para 

acetilcolina (nAChRs) pós-sinápticos, indicando que esta droga pode exercer um efeito 

pré e pós-sináptico. Sevoflurano, interagindo diretamente com nAChR , também 

potencializa o efeito de drogas não despolarizantes geradoras de bloqueio 

neuromuscular e leva a respostas mais intensas do que outros anestésicos voláteis, como 

halotano e isoflurano (PAUL, 2002; NITAHARA, 2010) . 

Portanto, estes fármacos alteram a liberação de neurotransmissores e/ou modulam 

as respostas pós-sinápticas (PASHKOV & HEMMINGS, 2002). No entanto, as 

contribuições de cada um desses alvos não foram ainda claramente definidas.  

Desde os anos 1980, os canais iônicos têm sido considerados como o alvo 

molecular mais promissor para os anestésicos gerais (HEMMINGS, 2005), mas uma 

investigação mais profunda ainda é necessária. Grandes esforços têm sido feitos a fim 

de obter uma melhor compreensão de como os anestésicos voláteis interferem com a 

transmissão neuromuscular. Por exemplo, KENNEDY & GALINDO (1975) mostraram 

que o enflurano é capaz de provocar um relaxamento muscular atuando diretamente 

sobre a placa motora. HEDENSTIERNA & EDMARK (2005) também mostraram os 

efeitos da anestesia geral com anestésicos inalatórios e paralisia muscular gerada por 

eles sobre o sistema respiratório. Outros trabalhos anteriores mostraram os efeitos pós-

sinápticos de anestésicos inalatórios sobre a liberação de neurotransmissores no plano 
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da JNM. VIOLET (1997), por exemplo, mostrou que nAChRs neuronais e musculares 

são sensíveis aos anestésicos gerais, incluindo o sevoflurano , com graus diferentes de 

sensibilidade. TASSONYI (2002) e colaboradores mostraram que os anestésicos 

voláteis e cetamina são os inibidores mais potentes do subtipo neuronal dos receptores 

nACh e também produzem excelente efeito inibidor sobre o subtipo muscular. 

No entanto, os mecanismos pré-sinápticos, mais especificamente, os passos 

básicos para a liberação de neurotransmissores envolvidos nos efeitos causados pelo 

sevoflurano nas junções neuromusculares, permanecem obscuros. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

- Investigar o provável efeito dos anestésicos inalatórios sevoflurano e isoflurano 

na exocitose espontânea e evocada de vesículas sinápticas na JNM de diafragma de 

camundongo. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Realizar curva dose-resposta dos anestésicos sevoflurano e isoflurano na 

exocitose espontânea de vesículas sinápticas em JNMs de diafragma; 

- Investigar se sevoflurano e isoflurano são capazes de bloquear a exocitose de 

vesículas sinápticas evocada por estímulo independente de íons Na
+
 nas JNMs de 

diafragma de camundongos; 

- Investigar se sevoflurano e isoflurano são capazes de bloquear a exocitose de 

vesículas sinápticas evocada por estímulos dependentes do influxo de íons Na
+
 nas 

JNMs de diafragma de camundongos. 

- Comparar o efeito bloqueador dos anestésicos sevoflurano e isoflurano na 

exocitose com o efeito de um bloqueador de ação conhecida em JNMs de diafragma de 

camundongos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 Animais utilizados 

 

Neste estudo, utilizamos camundongos fêmeas da linhagem Swiss com idade 

média de 7-8 semanas. Todos os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo 

(CEBio) da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) e Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) com o protocolo CETEA-UFMG 82/2008. 

 

3.2 Soluções 

-Solução Ringer 

- NaCl 135 mM, KCl 5 mM, CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, NaHCO3 12 mM, 

NaH2PO4 1 mM, D-glicose 11 mM, pH ajustado para 7.4. 

- Solução Ringer Alto Potássio (60 mM):  

- NaCl 80 mM, KCl 60 mM, MgCl2 2 mM, NaHCO3 12 mM, NaH2PO4 1 mM, 

D-glicose 11 mM, pH ajustado para 7.4. 

 

- Solução aquosa de sevoflurano e isoflurano 

Os anestésicos foram gentilmente doados pelo Prof. Renato Santiago Gomez do 

Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFMG e armazenado em 

temperatura ambiente (25 °C). 

Dada à sua baixa solubilidade, para cada experimento foi preparada uma solução 

estoque concentrada do anestésico sevoflurano (15 – 16mM) ou isoflurano (11 – 13 

mM) e deixada em agitação em um rotador vertical por no mínimo 6 horas. Isto foi feito 

com o objetivo de se produzir uma solução homogênea do anestésico em questão.  

Em parceria com o Departamento de Química do Instituto de Ciências Exatas da 

UFMG (ICEX-UFMG), após a produção da solução homogênea dos anestésicos, estas 

foram avaliadas através da extração com heptano (MILLER & GANDOLFI, 1979) em 

um aparelho de cromatografia gasosa Hewlett Packard Series II-5890. Esse aparelho era 

equipado com uma coluna capilar (DB-WAX, 30 metros de comprimento; diâmetro 

interno 25 mm; espessura de filme de 0,33 μm; temperatura máxima: 325ºC), onde dois 

microlitros da solução estoque eram introduzidos diretamente através de um septo 
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(elastômero). As condições de separação incluíam uma análise cromatográfica à 

temperatura constante da coluna (80ºC) e uma mistura de hidrogênio (fluxo: 35, 350 e 

30 ml /min, respectivamente) como gás carreador. A leitura da solução injetada era feita 

através de um detector FID (100ºC) e as curvas eram plotadas em um computador 

equipado com o programa Varian Star 5.5.  Este procedimento foi realizado com o 

objetivo de avaliar a homogeneidade da solução produzida. Posteriormente, utilizando a 

mesma técnica, avaliamos a porcentagem de perdas do anestésico no decorrer do 

experimento, dado a volatilidade do fármaco. Desta maneira, a concentração exata 

testada em cada experimento foi conhecida e as correções de concentração necessárias 

para a produção das soluções anestésicas foram feitas. Posteriormente, em nosso 

protocolo experimental, uma amostra da solução estoque produzida era retirada com o 

auxílio de uma seringa e diluída em mouse Ringer presente em um frasco vedado, com 

o objetivo de se obter a concentração desejada a ser testada nos experimentos 

subsequentes de microscopia de fluorescência. 

 

3.3 Reagentes e toxinas 

 

 Toxina d-tubocurarina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); 

 FM1-43 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EUA); 

 4-aminopiridina (4AP) (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA); 

 Veratridina (VER) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

 Tetrodotoxina (TTX) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); 

 ω -Conotoxina GIIIB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); 

 Sevoflurano 1 ml/1ml (Instituto BioChimico, RJ, Brasil)  

 Isoflurano 1 ml/ml (Instituto BioChimico, RJ, Brasil) 

 
 

3.4 Marcação dos aglomerados vesiculares e monitoramento do ciclo de 

vesículas sinápticas com o marcador fluorescente FM1-43 

O ciclo das vesículas sinápticas pode ser monitorado utilizando sondas 

fluorescentes captadas durante a endocitose e liberadas durante a exocitose 

(LICHTMAN et al., 1985; BETZ, MAO, BEWICK, 1992; RIBCHESTER, MAO, 
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BETZ, 1994). Desta maneira podemos visualizar a reciclagem de vesículas em um 

terminal neuronal.    

O desenvolvimento de tais ferramentas para estes estudos foi um passo 

fundamental para a melhor compreensão dos processos que envolvem a reciclagem das 

vesículas sinápticas e, com isso, a comunicação neuronal (COUSIN e ROBINSON, 

1999). 

Para a realização de nossos estudos de monitoramento do ciclo de vesículas 

sinápticas, músculos diafragma de camundongos foram dissecados, montados em 

câmara própria forrada com Sylgard
®
, fixados com alfinetes entomológicos e banhados 

por solução Ringer aerada por uma mistura de 5%CO
2
/ 95%O

2
.  

Os aglomerados de vesículas sinápticas foram marcados utilizando a sonda 

fluorescente FM1-43 (4 μM) (BETZ & BEWICK, 1993). Esta molécula anfipática 

apresenta em uma extremidade duas caudas lipofílicas compostas por quatro grupos 

metilenos e um grupo metil terminal, o que facilita sua ligação reversível com 

membranas celulares (BETZ & BEWICK, 1993). Na outra extremidade, uma porção 

carregada positivamente previne a completa inserção do marcador nas membranas 

biológicas (BETZ e BEWICK, 1993; WU et al., 2009). Entre estas duas porções da 

molécula encontra-se o fluoróforo, formado por dois anéis aromáticos conectados entre 

si por uma ligação dupla (FIGURA 5A). Tal fluoróforo é responsável pela emissão do 

espectro luminoso quando há excitação da sonda. Em nosso estudo, o marcador FM1-43 

era adicionado a câmara contendo a preparação neuromuscular, permitindo a ligação 

deste na membrana da terminação nervosa. Seguido a isto, adicionávamos uma solução 

despolarizante de KCl 60 mM (solução Ringer Alto K
+
), durante 10 minutos, com o 

objetivo de evocar a exocitose das vesículas sinápticas. Esta solução era acrescida da 

toxina d-tubocurarina (16 μM) - potente bloqueador de nAChR – para impedir as 

contrações do músculo durante a estimulação. Após corrido o tempo, a solução 

despolarizante era substituída por Ringer normal, contendo FM1-43 e d-tubocurarina e 

o músculo era incubado durante 15 minutos para garantir a captação da sonda durante o 

processo de endocitose compensatória. Este processo possibilita a internalização do 

marcador (BETZ et.al., 1992) fazendo com que as vesículas sinápticas endocitadas 

apresentem o marcador aprisionado em seu interior e aderido a sua membrana. 

(FIGURA 5B). Isto possibilitará a visualização de aglomerados vesiculares marcados 

com a sonda, em um microscópio de fluorescência, sob a forma de pontos fluorescente. 

Como o FM1-43 não é específico para membranas de terminais nervosos, mas sim para 
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todas e qualquer tipo de membrana lipídica, se fez necessário um período de lavagem da 

preparação por cerca de 20 minutos para que o excesso do marcador fosse removido e, 

consequentemente, uma diminuição do background fosse obtida para a captura de 

imagens de melhor qualidade. Tal lavagem era feita utilizando solução Ringer normal 

adicionada de d-tubocurarina (16 μM).  

Para visualizar a exocitose de aglomerados de vesículas sinápticas, um novo 

estímulo, após o procedimento de marcação com o FM1-43, era aplicado. A sonda era 

então liberada no meio externo, levando a uma diminuição do sinal fluorescente, uma 

vez que o FM1-43 é 300 vezes menos fluorescente quando não está ligado às 

membranas celulares (BETZ et.al., 1992) (FIGURA 6). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



 

34 

 

  

  

  

 
 
Figura 5. O marcador fluorescente FM1-43 é utilizado para monitoramento dos passos de 

endocitose e exocitose de vesículas sinápticas em neurônios. (A) Estrutura molecular do 

FM1-43, sonda fluorescente utilizada para o monitoramento do ciclo de vesículas 

sinápticas. (Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel et. al., 2006)  (B) 

Marcação de aglomerados vesiculares com a sonda fluorescente FM1-43.  (1,2) Marcação 

da membrana do terminal pré-sináptico com o FM1-43 adicionado à solução. O neurônio foi 

estimulado na presença de FM1-43. Observe no detalhe em aumento maior que a sonda não 

emite sinal fluorescente quando não ligada a membrana devido a seu baixo rendimento 

quântico. Notar que a membrana que originou uma nova vesícula sináptica está marcada com a 

sonda. (3) Uma breve lavagem remove as moléculas de FM que não foram internalizadas. (4) 

Um segundo ciclo de exocitose induzido por estimulação resulta na liberação 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). 

A 

B 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/01970186
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01970186


 

35 

 

 

 

Figura 6. Ciclo de vesículas sinápticas marcadas com o marcador FM1-43 visualizados por 

microscopia óptica de fluorescência. A) Imagens representativas de duas terminações 

nervosas motoras de músculo diafragma com seus respectivos aglomerados de vesículas 

sinápticas marcados com FM1-43, submetidos à fotodesmarcação (painel superior) ou à 

estimulação com solução Ringer Alto Potássio (painel inferior) durante sete minutos. Observar 

perda do sinal fluorescente. B) Quantificação da perda de sinal fluorescente devido à 

fotodesmarcação (~10%) e ao estímulo com KCl 60mM (~50%). N= 3 animais para cada grupo 

experimental (fotodesmarcação e KCl 60mM); 30 pontos fluorescentes analisados para cada 

grupo experimental. Barra de escala: 10µm 
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3.5 Exposição da preparação ao anestésico e neurotoxinas 

 

Depois de marcadas com FM1-43, as preparações neuromusculares foram 

submetidas a diferentes concentrações do anestésico sevoflurano ou isoflurano (0,45 

mM, 0,6 mM e 0,9 mM). Devido à volatilidade destes agentes, a preparação 

neuromuscular foi perfundida continuamente com a solução anestésica preparada, 

através de uma bomba de perfusão Samtronic ST670, com o objetivo de se manter a 

concentração anestésica testada constante durante o procedimento. O efeito do 

anestésico na exocitose de vesículas sinápticas foi investigado na presença apenas do 

anestésico ou conjuntamente com neurotoxinas e agentes despolarizantes, com o 

objetivo de verificar se este fármaco bloqueia a exocitose evocada por esses estímulos. 

 

3.6 Aquisição e análise das imagens 

 

As imagens foram adquiridas utilizando um microscópio de fluorescência (Leica 

DM 2500) acoplado a uma câmera Leica DFC345FX nos seguintes valores de tempo: 0, 

1, 3, 5 e 7 minutos após o início da perfusão. A aquisição foi feita pelo programa Leica 

Application Suite 4.0, em que foi possível selecionar o tempo de exposição da 

preparação e o ganho da imagem para evitar possíveis saturações que poderiam vir a 

distorcer a análise.  Utilizamos uma lente objetiva de imersão com aumento de 63X e 

abertura numérica de 0,90. A luz utilizada na excitação do fluoróforo era proveniente de 

uma lâmpada HXP R120/45C – VIS e filtrada (505/530nm) para que o comprimento de 

onda excitação/ emissão desejado pudesse ser selecionado. Todos os experimentos 

foram realizados com no mínimo três réplicas.  

 

3.7 Análise estatística 

 

As análises cromatográficas foram avaliadas através do software Varian Star 5.5 

em que as áreas das curvas obtidas em cada injeção eram obtidas e comparadas. As 

análises estatística foram feitas utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0, através do 

test-t pareado de Student. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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Já para os experimentos de microscopia de fluorescência, as análises das 

imagens foram realizadas utilizando os softwares Image J e Microsoft Office Excel. A 

média da intensidade da fluorescência foi determinada para cada grupo de aglomerado 

de vesículas e tabelada em gráficos criados utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0. 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o test-t pareado de Student. P<0,05 foi 

considerado estatisticamente significante. 
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4. RESULTADOS 
 

 

4.1 Efeito do sevoflurano e isoflurano na exocitose espontânea de vesículas 

sinápticas de JNMs de diafragma de camundongo 

 

No primeiro conjunto de experimentos investigamos o efeito do sevoflurano e 

isoflurano na exocitose espontânea de vesículas sinápticas na JNM de camundongos. 

Para isso, preparações de músculo diafragma contendo terminais nervosos motores 

marcados com FM1-43 foram continuamente perfundidas com concentrações clínicas 

(0,45 mM e 0,6 mM) ou supra-clínica (0,9 mM) de sevoflurano ou isoflurano durante 7 

minutos (FIGURAS 7 e 8). Imagens representativas dos terminais nervosos antes 

(painéis superiores) e após (painéis inferiores) a fotodesmarcação são mostrados nas 

Figuras 7A e 8A. Como representado, após 7 minutos de exposição à luz, uma redução 

de ~10% na fluorescência é observada. As Figuras 7B-D mostram que as preparações 

perfundidas durante 7 minutos com sevoflurano em qualquer uma das concentrações 

testadas (0,45, 0,6 ou 0,9 mM) não apresentaram redução significativa do sinal 

fluorescente quando comparadas com o controle (fotodesmarcação). O mesmo resultado 

foi observado com isoflurano (FIGURAS 8B-D) nas mesmas concentrações acima. O 

gráfico da FIGURA 9 representa a quantificação da redução do sinal fluorescente 

devido à fotodesmarcação (P > 0.05; N = 9 animais, 63 pontos fluorescentes 

analisados), tratamento com sevoflurano/isoflurano 0,45 mM (P > 0.05; N = 4 animais, 

28 pontos fluorescentes analisados), tratamento com sevoflurano/isoflurano 0,6 mM (P 

> 0.05; N = 4 animais, 28 pontos fluorescentes analisados) e tratamento com 

sevoflurano/isoflurano 0,9 mM (P > 0.05; N = 4 animais, 28 pontos fluorescentes 

analisados).  Como observado, estes dados nos permite concluir que os anestésicos 

inalatórios sevoflurano e isoflurano não são capazes de evocar a exocitose de vesículas 

sinápticas na JNM de diafragma de camundongos. 
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Figura 7: O anestésico inalatório sevoflurano não induz a exocitose de vesículas sinápticas na JNM de diafragma de camundongo. (A) Imagens 

representativas da redução da fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos (fotodesmarcação). Painel superior: antes da iluminação. Painel inferior: 

após 7 minutos de iluminação. (B) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com sevoflurano 0,45 mM por 7 

minutos (painel inferior). (C) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com sevoflurano 0,6 mM por 7 minutos 

(painel inferior). (D) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com sevoflurano 0,9 mM por 7 minutos (painel 

inferior). Barra de escala = 10 μm  

0 min 

A B C D 

7 min 
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Figura 8: O anestésico inalatório isoflurano também não é capaz de evocar a exocitose de vesículas sinápticas na JNM de diafragma de camundongo. 

(A) Imagens representativas da redução da fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos (fotodesmarcação). Painel superior: antes da iluminação. Painel 

inferior: após 7 minutos de iluminação. (B) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com isoflurano 0,45 mM 

por 7 minutos (painel inferior). (C) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com isoflurano 0,6 mM por 7 

minutos (painel inferior). (D) Imagens representativas de terminações nervosas antes (painel superior) e após incubação com  isoflurano 0,9 mM por 7 minutos 

(painel inferior). Barra de escala = 10 μm 

0 min 

7 min 

A B C D 
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Figura 9: Sevoflurano e isoflurano não estimulam a exocitose de vesículas sinápticas na 

JNM.  Quantificação do sinal fluorescente após fotodesmarcação ou incubação com diferentes 

concentrações de sevoflurano ou  isoflurano.  ∆F, fluorescência normalizada (F-F0/100). Os 

resultados expressos constituem a média ±EPM de 147 pontos fluorescentes de 15 terminações 

nervosos de 15 animais para fotodesmarcação e 28 pontos fluorescentes de 4 terminações 

nervosas de 4 animais para cada uma das outras condições experimentais (sevoflurano ou  

isoflurano 0,45 mM; sevoflurano ou isoflurano 0,6 mM e sevoflurano ou isoflurano 0,9 mM).  
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4.2 Sevoflurano e isoflurano não inibem a exocitose de vesículas sinápticas 

evocada por solução despolarizante de KCl. 

 

Estudos apontam que os anestésicos gerais podem interagir com diferentes tipos 

de canais iônicos ativados por voltagem, dentre eles os canais para Na
+,

 K
+
, e Ca

2+
 

(Hemmings et al., 2009). Além disso, alguns estudos tem demonstrado que os 

anestésicos gerais inalatórios causam relaxamento muscular e podem potencializar o 

efeito de drogas bloqueadoras neuromusculares como o vecurônio (SUZUKI et al., 

1999; GHATGE et.al., 2003). Sendo assim, para investigar um possível mecanismo 

pelo qual o sevoflurano e o isoflurano geram tal relaxamento muscular, o subsequente 

conjunto de experimentos investigou se estes anestésicos são capazes de bloquear 

diferentes estímulos despolarizantes que mimetizam um potencial de ação fisiológico, 

sejam dependentes ou independentes do influxo de íons Na
+
.  

Soluções altamente concentradas de KCl são rotineiramente utilizadas como um 

método farmacológico para evocar a exocitose de vesículas sinápticas em terminações 

nervosas de maneira independente de Na
+
 (NICHOLLS, 1993). Um nível aumentado na 

concentração extracelular de K
+
 despolariza a membrana celular por deslocar o 

equilíbrio de íons K
+
 que leva a ativação de canais para Ca

2+
 dependentes de voltagem. 

A ativação destes canais leva a um influxo de Ca
2+

 para o interior da terminação 

nervosa e, consequentemente, exocitose de vesículas sinápticas independente de Na
+
. 

Para investigar se sevoflurano e isoflurano eram capazes de interferir com a exocitose 

induzida por KCl (60 mM), terminações nervosas marcadas com FM1-43 foram pré-

incubadas com sevoflurano ou isoflurano nas concentrações de 0,45 ou 0,9 mM. Em 

seguida, as preparações foram continuamente perfundidas com solução de KCl 60mM 

acrescida do anestésico nas mesmas concentrações mencionadas. Preparações tratadas 

com KCl 60mM exibem uma perda de ~60% na intensidade de fluorescência após 7 

minutos de tratamento. Terminações nervosas pré-incubadas e continuamente 

perfundidas com sevoflurano ou isoflurano 0,45 ou 0,9mM e estimulados com KCl 

60mM, exibiram um padrão de desmarcação similar às preparações tratadas apenas com 

KCl 60mM. Imagens representativas de terminações nervosas antes e após a 

fotodesmarcação, estimulação com KCl 60mM na ausência ou presença dos anestésicos 

estudados são apresentadas nas FIGURAS 10 e 11. Resultados de diferentes 

experimentos estão quantificados na FIGURA 12. A desmarcação evocada por KCl 60 

mM  foi estatisticamente diferente da fotodesmarcação (P < 0,001; N=10 animais, 100 
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pontos fluorescentes analisados), mas similar à desmarcação de todos os outros grupos 

experimentais (KCl 60 mM + sevoflurano 0,45; KCl 60 mM + sevoflurano 0,9 mM; 

KCl 60 mM + isoflurano 0,45 e KCl 60 mM + sevoflurano 0,90 (P > 0,05; N= 3 

animais, 21 pontos fluorescentes analisados para cada condição experimental). Este 

resultado sugere, portanto, que sevoflurano e isoflurano não inibem a exocitose de 

vesículas sinápticas evocada por KCl, um estímulo despolarizante independente do 

influxo de Na
+
. 
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Figura 10: O anestésico inalatório sevoflurano não é capaz de bloquear a exocitose de vesículas sinápticas evocada por KCl 60 mM na JNM de 

diafragma de camundongo. (A) Imagens representativas da redução da fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos (fotodesmarcação). Painel 

superior: antes da iluminação. Painel inferior: após 7 minutos de iluminação. (B) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 

minutos de tratamento com KCl 60 mM (painel inferior). (C) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 minutos de 

tratamento com KCl 60 mM + sevoflurano 0,45 mM (painel inferior). (D) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 

minutos de tratamento com KCl 60 mM + sevoflurano 0,9 mM. Barra de escala = 10 μm 
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Figura 11: O anestésico inalatório isoflurano não é capaz de bloquear a exocitose de vesículas sinápticas evocada por KCl 60 mM na JNM de 

diafragma de camundongo. (A) Imagens representativas da redução da fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos (fotodesmarcação). Painel 

superior: antes da iluminação. Painel inferior: após 7 minutos de iluminação. (B) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 

minutos de tratamento com KCl 60 mM (painel inferior). (C) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 minutos de 

tratamento com KCl 60 mM + sevoflurano 0,45 mM (painel inferior). (D) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 

minutos de tratamento com KCl 60 mM + sevoflurano 0,9 mM. Barra de escala = 10 μm 
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Figura 12.  Sevoflurano, isoflurano e a exocitose evocada por KCl 60mM. Quantificação do 

sinal fluorescente após fotodesmarcação (primeira barra), evocada por KCl 60 mM (segunda 

barra), KCl 60 mM + sevoflurano ou isoflurano 0,45 mM (terceiras barras pareadas) e KCl 60 

mM + sevoflurano ou isoflurano 0,9 mM (quartas barras pareadas) ou incubação com diferentes 

concentrações de sevoflurano ou isoflurano.    ∆F, fluorescência normalizada (F-F0/100). Os 

resultados expressos são da média ±EPM de 150 pontos fluorescentes de 15 terminações 

nervosas de 15 animais para fotodesmarcação, 100 pontos fluorescentes de 10 terminações 

nervosas de 10 animais para KCl 60 mM e 21 pontos fluorescentes de 3 terminações nervosas 

de 3 animais para cada uma das outras condições experimentais (KCl 60 mM +  sevoflurano ou 

isoflurano 0,45 ou 0,9 mM). *P<0.05 comparado à primeira barra (fotodesmarcação). 
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4.3 Sevoflurano e isoflurano inibem a exocitose de vesículas sinápticas 

evocada por 4-aminopiridina em JNMs de diafragma de camundongo. 

 

Canais para Na
+
 ativados por voltagem têm sido considerados como importantes 

alvos para os anestésicos gerais, especialmente para os anestésicos inalatórios. Já é bem 

elucidado que concentrações clínicas de anestésicos inalatórios inibem canais para Na
+ 

em terminações nervosas isoladas de neurônios de ratos, assim como possuem atividade 

inibitória de subunidades alfa de canais para Na
+
 de mamíferos heterologamente 

expressos. (HEMMINGS, 2009). Baseado nessas observações, nosso próximo passo foi 

investigar em nosso modelo experimental se o sevoflurano poderia interferir com a 

exocitose de vesículas sinápticas evocada por 4AP (1 mM) ou por veratridina (100 µM). 

A despolarização de membrana evocada por 4AP é associada com a extensão temporal 

do potencial de ação causado pelo bloqueio da corrente de K
+
, o que leva a abertura de 

canais para Na
+
 e consequente abertura de canais para Ca

2+
, ocasionando a liberação de 

neurotransmissores na fenda sináptica. (ENOMOTO & MAENO, 1981). A Figura 13B 

mostra que terminações nervosas incubadas com 4AP (1 mM) por 7 minutos exibem 

uma redução na intensidade do sinal fluorescente da sonda FM1-43 (Quantificação 

expressa na FIGURA 15; P < 0,0001 quando comparado a fotodesmarcação; N = 7 

animais, 49 pontos fluorescentes analisados).  

Preparações neuromusculares pré-incubadas e continuamente perfundidas com 

sevoflurano na concentração de 0,45 mM (P = 0,0158; N = 4 animais, 28 pontos 

fluorescentes analisados) e 0,6 mM (P = 0,0024; N = 4 animais, 28 pontos 

fluorescentes) apresentaram uma significativa redução da exocitose evocada por 4AP 

(decaimento de ~15% do sinal fluorescente) (FIGURAS 13C e 15). O sevoflurano na 

concentração de 0,9 mM  inibiu de forma ainda mais significativa a desmarcação do 

FM1-43 induzida pelo 4AP (1 mM) (P < 0,01; N = 4 animais, 28 pontos) quando 

comparado com 4AP + sevoflurano 0,6 mM mM (FIGURA 13D e 15, decaimento de 

~10% no sinal fluorescente). Podemos então inferir que na JNM de camundongos o 

sevoflurano inibe consideravelmente a exocitose de vesículas sinápticas evocada por 

4AP, um mecanismo dependente de Na
+
, na JNM de camundongos.  

De maneira similar, observamos que o anestésico isoflurano foi capaz de inibir a 

exocitose evocada por 4AP, porém de maneira menos pronunciada que sevoflurano. 

(FIGURA 14). De fato, preparações neuromusculares pré-incubadas e continuamente 

perfundidas com isoflurano nas concentrações testadas (0,45, 0,6 ou 0,9 mM) exibiram 
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uma redução de ~20% do sinal fluorescente quando estimuladas com 4AP (1 mM) (P < 

0,05 quando comparado com 4AP sozinho; N = 3 animais, 28 pontos fluorescentes 

analisados para cada grupo experimental) (FIGURAS 14 e 15). Com isso, mostramos 

que isoflurano inibe consideravelmente a exocitose de vesículas sinápticas evocada 4AP 

na JNM de camundongo, porém com uma eficiência estatisticamente menor do que 

sevoflurano.  
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Figura 13: O anestésico inalatório sevoflurano inibe a exocitose de vesículas sinápticas evocada por 4AP (1 mM) em JNM de diafragma  camundongos 

(A) Imagens representativas da redução da fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos Painel superior: antes da iluminação. Painel inferior: após 7 

minutos de iluminação. (B) Imagens representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após tratamento com 4AP 1 mM (painel inferior). (C) 

Imagem representativa de terminação nervosa antes (painel superior) e após tratamento com 4AP 1 mM + sevoflurano 0, 45 mM durante 7 minutos. (D) 

Imagem representativa de terminação nervosa antes (painel superior) e após 7 minutos de tratamento com 4AP 1 mM + sevoflurano 0, 9 mM (painel inferior). 

Barra de escala = 10 µm 

7 min 

0 min 

B A C D 
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Figura 14: O anestésico inalatório isoflurano inibe a exocitose de vesículas sinápticas evocada por 4AP (1 mM) (A) Imagens representativas da redução da 

fluorescência devido à iluminação durante 7 minutos Painel superior: antes da iluminação. Painel inferior: após 7 minutos de iluminação. (B) Imagens 

representativas de terminação nervosa antes (painel superior) e após tratamento com 4AP 1 mM (painel inferior). (C) Imagem representativa de terminação 

nervosa antes (painel superior) e após tratamento com 4AP 1 mM + isoflurano 0, 45 mM durante 7 minutos. (D) Imagem representativa de terminação nervosa 

antes (painel superior) e após 7 minutos de tratamento com 4AP 1 mM + isoflurano 0, 9 mM (painel inferior). Barra de escala = 10 µm 

7 min 

0 min 

A B C D 
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Figura 15: Os anestésicos inalatórios sevoflurano e isoflurano inibe a exocitose de vesículas 

sinápticas evocada por 4AP (1 mM) em JNM de diafragma camundongos (A) 

Quantificação da perda de fluorescência devido à fotodesmarcação (primeira barra), tratamento 

com 4AP (1 mM) (segunda barra), tratamento com 4AP (1 mM) + sevoflurano 0,45 mM 

(terceira barra), tratamento com 4AP (1 mM) + sevoflurano 0,6 mM (quarta barra) e tratamento 

com 4AP (1 mM) + sevoflurano 0,9 mM (quinta barra). ∆F, fluorescência normalizada (F-

F0/100). Os resultados expressos representam a média ±EPM de 49 pontos fluorescentes de 7 

animais de 7 terminações nervosas para 4AP 1mM e 28 pontos fluorescentes de 4 terminações 

nervosas de 4 animais para cada uma das outras condições experimentais. *P<0,05 quando 

comparado com a primeira barra (fotodesmarcação). **P<0,05 quando comparado com a 

segunda barra (4AP 1 mM). a P<0,05 quando comparado com isoflurano (cada concentração) . 

b P<0.05 quando comparado com sevofluran0 0, 45 ou 0,6mM.  
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4.4  Sevoflurano e isoflurano inibem a exocitose de vesículas sinápticas              

evocada por veratridina em JNM de diafragma de camundongo. 

 

Em sequência, investigamos se sevoflurano e isoflurano inibem a exocitose de 

vesículas sinápticas evocada pela veratridina, outro estímulo despolarizante dependente 

de canais para Na
+
. Este fármaco atua de maneira distinta de 4AP, por atuar de forma 

direta no canal para Na
+
. A veratridina impede a inativação de canais para Na

+
 

previamente ativados e, desta maneira, causa uma despolarização de membrana 

(BARNES e HILLE, 1988).  

Preparações tratadas com veratridina (100 µM) durante 7 minutos exibem uma 

significativa exocitose de vesículas sinápticas (~45% de redução do sinal fluorescente) 

(P<0,0001 quando comparado à fotodesmarcação; N=10 animais, 70 pontos 

fluorescentes analisados) (FIGURA 16). Preparações neuromusculares pré-incubadas e 

continuamente perfundidas com sevoflurano 0,45 mM exibiram uma redução no 

estímulo despolarizante evocado pela veratridina (~25% de redução do sinal 

fluorescente) (P <0,05; N=4 animais, 28 pontos fluorescentes analisados). Na presença 

do anestésico, a redução no sinal fluorescente foi menor do que na ausência do fármaco 

e não houve efeito inibitório mais proeminente quando concentrações mais altas foram 

utilizadas. (0,6 ou 0,9 mM, P < 0,05; N=4 animais, 28 pontos fluorescentes analisados 

para cada condição) (FIGURA 16). Desta maneira, conclui-se que o sevoflurano inibe a 

exocitose de vesículas sinápticas evocada pela veratridina.  

Resultados similares foram observados quando isoflurano foi utilizado no lugar de 

sevoflurano. Preparações pré-incubadas e continuamente perfundidas com isoflurano 

0,45, 0,6 ou 0,9 mM também inibiram significativamente a exocitose induzida pela 

veratridina (~25% de redução do sinal fluorescente) (P<0,05; N=4 animais e 28 pontos 

fluorescentes analisados para cada condição experimental) (FIGURA 17) 
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4AP +0.9 mM sevoflurane. Scale Bar=10 μm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Sevoflurano e isoflurano inibem a exocitose de vesículas sinpaticas evocada por 

veratridina (100 µM) em JNMs de diafragma. Quantificação do sinal fluorescente após 

fotodesmarcação (primeira barra), evocada por veratridina 100µM (segunda barra), veratridina 

100µM  + sevoflurano ou isoflurano 0,45mM (terceiras barras pareadas), veratridina 100µM + 

sevoflurano ou isoflurano 0,6mM (quartas barras pareadas), veratridina 100µM + sevoflurano 

ou isoflurano 0,9mM (quintas barras pareadas). ∆F, fluorescência normalizada (F-F0/100). Os 

resultados expressos são da média ±EPM. Os resultados expressos representam a  média ±EPM 

de 150 pontos fluorescentes de 15 terminações nervosas de 15animais para fotodesmarcação, 

100 pontos fluorescentes de 10 terminações nervosas de 10 animais para veratridina 100µM e 

28 pontos fluorescentes de 4 terminações nervosas de 4 animais para cada uma das outras 

condições experimentais (veratridina 100µM + sevoflurano ou isoflurano 0,45, 0,6 e 0,9mM). 

*P<0,05 quando comparado à primeira barra (fotodesmarcação). ** P< 0,05 quando comparado 

à segunda barra (veratridina 100µM).  
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A exocitose evocada pela veratridina é praticamente abolida (~80%) pela 

tetrodotoxina (TTX) na concentração de 1 µM (P = 0.0027 quando comparado com 

veratridina 100 µM; N=3 animais, 21 pontos fluorescentes analisados) e em 

aproximadamente 45% por TTX 0,5 µM (FIGURA 17) (P = 0,00236 quando 

comparado com a veratridina 100 µM; N=3 animais, 21 pontos fluorescentes 

analisados). Os resultados mostrados anteriormente nos levaram a perguntar se 

sevoflurano/isoflurano e TTX poderiam exercer um efeito aditivo em inibir a exocitose 

evocada pela veratridina. Como a TTX 1 µM quase aboliu completamente o estímulo da 

veratridina, para responder a esta pergunta nós utilizamos a concentração de 0,5 µM de 

TTX (FIGURA 18). Nossos resultados mostraram que incubação simultânea de 

terminações nervosas com TTX 0,5 µM e sevoflurano ou isoflurano 0,45 mM 

produziram um efeito sinérgico aditivo em inibir a exocitose de vesiculas induzida pela 

veratridina (~15% de redução do sinal fluorescente) quando comparado com 

sevoflurano ou isoflurano 0,45 mM sozinhos (~25% de redução do sinal fluorescente) 

(P = 0,022; N=4 animais, 28 pontos fluorescentes analisados, para cada condição 

experimental) ou com TTX 0,5 µM sozinha (~25% de redução do sinal fluorescente) (P 

= 0,0432; N=4 animais, 28 pontos fluorescentes analisados) (FIGURA 17). 

Desta maneira, em conjunto, nossos dados mostram que sevoflurano e isoflurano 

reduzem a exocitose de vesículas sinápticas através de um bloqueio nos canais para Na
+
 

sensíveis a TTX na JNM de diafragma de camundongos e oferecem novas informações 

acerca dos mecanismos de ação do sevoflurano neste sistema.  
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Figure 17.  Os anestésicos isoflurano e sevoflurano inibem com a exocitose de vesículas 

sinápticas induzida por veratrina (100 μM) em JNMs de diafragma de camundongo. (A) 

Quantificação do sinal fluorescente após incubação com veratridina 100µM (primeira barra), 

veratridina 100µM + TTX (1 μM)  (segunda barra), veratridina 100µM + TTX (0,5 μM) 

(terceira bar), veratridina 100µM + 0,45mM sevoflurano ou isoflurano (quartas barras pareadas) 

e veratridina 100µM + 0,45 mM isoflurano ou  isoflurano + TTX 0,5 μM (quintas barras 

pareadas). ∆F, fluorescência normalizada (F-F0/100). Os resultados expressos são da média 

±EPM de 100 pontos fluorescentes de 10 terminais nervosos de 10 animais (veratridina 100 

μM) e 28 pontos fluorescentes de 4 terminais nervosos de 4 animais pra cada uma das outras 

condições experimentais (veratridina 100 μM + TTX 1 μM; veratridina 100 μM + 0,5 μM TTX; 

veratridina 100 μM + sevoflurano ou isoflurano 0,45mM e veratridina 100 μM +sevoflurano ou 

isoflurano 0,45mM + TTX 0,5 μM). *P<0,05 comparado a primeira barra (veratridina 100uM). 

** P< 0,05 comparado à segunda barra (veratridina 100µM+ TTX 1 μM).  *** P<0,05 

comparado a terceira barra (TTX 0,5 μM) a,b P<0,05 quando comparado respectivamente a  

veratridina 100 µM + sevoflurano 0,45mM e veratridina 100 µM + isoflurano 0,45mM.  
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5. DISCUSSÃO 

 
Os anestésicos gerais agem no sistema nervoso central e periférico, levando à 

ausência de consciência e da resposta à dor, além de promover a imobilização do 

paciente, necessário nos procedimentos cirúrgicos, através de um relaxamento muscular 

(JONES, 1999). Os anestésicos voláteis são administrados pela via inalatória e são 

eliminados principalmente pelos pulmões (TREVOR & WHITE, 2004). Além disso, 

alguns destes agentes, como o sevoflurano e isoflurano, são rapidamente eliminados do 

organismo permitindo uma rápida recuperação anestésica, o que reduz a ação de 

metabólitos tóxicos em outros órgãos, como fígado e rins (MUIR et al, 2007).  

Diversos estudos têm sido publicados anualmente tentando esclarecer os 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na ação dos anestésicos inalatórios. Isso 

é de extrema importância, uma vez que cerca de 13,5% da população é submetido a 

algum tipo de anestesia a cada ano (CLERGUE et al., 1998).  Sabe-se que esses agentes 

atuam primariamente em sinapses e parece não afetar a condução axonal (GRIFFTHS & 

NORMAN, 1993). Classicamente, a ação destas drogas envolve a potencialização da 

neurotransmissão inibitória, marcadamente as sinapses GABAérgicas no sistema 

nervoso central, e depressão da neurotransmissão excitatória seja ela central ou 

periférica (HEMMINGS, 2009).  

Os anestésicos inalatórios sevoflurano e isoflurano apresentam diversas 

propriedades que os fazem como drogas de escolhas em procedimentos clínicos 

necessários. Atualmente, o sevoflurano é o anestésico inalatório mais utilizado em seres 

humanos enquanto que o isoflurano é o fármaco de escolha para procedimentos 

anestésicos envolvendo animais tanto em laboratórios de pesquisa quanto em clínicas 

veterinárias (CESAROVI et al. 2010) 

Contudo, como qualquer anestésico moderno, estes agentes também produzem 

alguns efeitos colaterais considerados mínimos quando comparados com outros 

anestésicos. Adicionalmente, sevoflurano e isoflurano apresentam uma propriedade 

extremamente desejável para a anestesia: o relaxamento muscular (SUZUKI et.al., 

1996). Os anestésicos inalatórios sevoflurano, isoflurano, enflurano e desflurano 

produzem um relaxamento muscular esquelético considerado duas vezes maior do que o 

halotano. (WENKER, 1998). Muitos estudos mostram como estas drogas agem no 

sistema nervoso central, porém ainda não está bem estabelecido o efeito destes agentes 

anestésicos no sistema nervoso periférico, em especial, na JNM. Encontrar a resposta 
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para esta pergunta poderia nos oferecer mais informações sobre como estas drogas 

causam o relaxamento muscular observado durante a anestesia. Seria este apenas um 

efeito central ou poderia haver também alguma atuação marcadamente periférica?  

Os efeitos inibitórios dos anestésicos voláteis na comunicação neuromuscular 

têm sido demonstrados em estudos in vitro (KENNEDY & GALINDO, 1975; 

BHATTACHARYYA et.al., 1994) e in vivo (SUZUKI, 1996). SUZUKI e 

colaboradores (1999) mostraram que o sevoflurano deprime potencias de ação 

compostos em músculos e causa uma diminuição na amplitude dos mesmos sob 

estimulação repetitiva. Além disso, todos os anestésicos voláteis, incluindo sevoflurano 

e isoflurano, potencializam o efeito de agentes bloqueadores não despolarizantes que 

impedem a comunicação neuromuscular (SUZUKI et al., 1999; MOTAMED & 

DONATI, 2002). Além disso, VIOLET et al (1997) demonstraram que estes anestésicos 

por si só são também capazes de bloquear receptores nicotínicos musculares e 

neuronais. 

Todos estes efeitos mencionados anteriormente vêm a sugerir que os anestésicos 

voláteis interferem de alguma maneira com a comunicação na JNM, podendo exercer 

tanto efeitos pré como pós-sinápticos. Alguns estudos têm tido foco nos efeitos dos 

anestésicos voláteis sob os componentes pós-sinápticos envolvidos com a comunicação 

neuromuscular (PAUL et al., 2002; SUZUKI et al., 2009).  Contudo, os componentes 

pré-sinápticos que poderiam ser alvo dos anestésicos voláteis para causar o relaxamento 

muscular ainda são pouco investigados. Sendo assim, neste trabalho investigamos os 

efeitos dos anestésicos inalatórios sevoflurano e isoflurano sob a exocitose espontânea e 

evocada de vesículas sinápticas marcadas com a sonda fluorescente FM1-43 na JNM de 

diafragma de camundongos. 

Estudos prévios já mostraram que os anestésicos isoflurano e halotano 

aumentam a liberação basal de dopamina em corpo estriado de ratos (KEITA et al., 

1999). Além disso, apesar de SILVA e colaboradores (2007) terem demonstrado que o 

sevoflurano na concentração de 0,46mM aumenta significativamente a liberação de 

dopamina, esta ocorria por um mecanismo não-vesicular, sendo assim independente do 

ciclo de vesículas sinápticas. Estudos executados por SCHICHINO et al (1998) 

mostram que anestésicos voláteis como isoflurano e sevoflurano inibem a liberação de 

ACh de maneira dose-dependente em fatias corticais de rato não-estimuladas. NARUO 

e colaboradores (2005) sugerem que quando neurônios de gânglio de caramujos são 

isolados e incubados com concentrações clínicas de sevoflurano na presença de FM1-43 
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e na ausência de estimulação, nenhum efeito no ciclo de vesículas sinápticas é 

observado. Em nosso modelo, também um sistema colinérgico, nós investigamos se 

sevoflurano e isoflurano seriam capazes de evocar a exocitose de vesículas sinápticas 

em uma preparação não-estimulada.  

Quando as preparações neuromusculares contendo as vesículas sinápticas 

marcadas com FM1-43 foram incubadas com diferentes concentrações de sevoflurano 

ou isoflurano (0,45, 0,6 e 0,9mM), nós não observamos decaimento significativo na 

fluorescência do FM1-43 quando comparado com preparações não tratadas com os 

anestésicos. Este resultado sugere, portanto, que sevoflurano e isoflurano não são 

capazes de estimular a exocitose de vesículas sinápticas na JNM de camundongos. 

(FIGURAS 7 e 8). 

Já é documentado que anestésicos voláteis halogenados como sevoflurano e 

isoflurano causam relaxamento muscular esquelético durante cirurgias nas quais esses 

agentes são empregados (WAUD e WAUD, 1975 a e b; GHATGE et al., 2003). Este 

efeito poderia ocorrer devido a um efeito inibitório sobre a exocitose evocada de 

vesículas sinápticas. Apesar de alguns trabalhos mostrarem que anestésicos voláteis 

podem inibir canais para Na
+
 e canais para Ca

2+ 
dos tipos P e Q, sejam eles somáticos 

ou heterologamente expressos (KAMATCHI, 1999), nesse trabalho nós observamos que 

sevoflurano e isoflurano não foram capazes de inibir a exocitose evocada por solução de 

KCl 60mM, um estímulo despolarizante independente de Na
+
 que atua diretamente nos 

canais para Ca
2+

 dependentes de voltagem, levando a abertura dos mesmos 

(NICHOLLS, 1993). 

Corroborando este achado, WESTPHALEN e colaboradores (2013) sugerem que 

o isoflurano inibe de uma maneira bem mais pronunciada a liberação de 

neurotransmissores evocada por 4AP do que a evocada por KCl. HEMMINGS et al. 

(2005) também demonstraram em modelo de neurônios hipocampais que, apesar de ter 

sido observada uma inibição da exocitose de vesículas sinápticas evocada por estímulo 

elétrico, este anestésico não inibe a exocitose de vesículas induzida por KCl. Esses 

dados, em conjunto com os que foram apresentados nesse trabalho sugerem que tanto 

no SNC quanto na periferia, o sítio pré-sináptico de ação dos anestésicos voláteis 

sevoflurano e isoflurano deve estar localizado numa etapa anterior ao influxo de Ca
2+

 

para o terminal neuronal. 

Diversas evidências sugerem um papel importante desempenhado pelos 

anestésicos inalatórios como bloqueadores de canais para Na
+
 gerando, desta forma, um 
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bloqueio na comunicação celular (RATNAKUMARI & HEMMINGS, 1998; 

LINGAMANENI et al., 2001; OUYANG et al., 2003; WESTPHALEN et al., 2003; 

WU et al., 2004, HEROLD & HEMMINGS, 2012). Com o objetivo de investigar e 

adquirir novas informações acerca das ações pré-sinápticas de sevoflurano e isoflurano 

na JNM, nós testamos se estes agentes anestésicos seriam capazes de abolir ou inibir a 

exocitose de vesículas sinápticas evocada por estímulos despolarizantes dependentes de 

Na
+
, como 4AP e veratridina. 

Preparações nervo-músculo estimuladas por 4AP, um estímulo despolarizante 

que mimetiza um potencial de ação capaz de induzir a liberação de neurotransmissores 

através da ativação de canais para Na
+
 e Ca

+
 respectivamente, exibiram um decaimento 

considerável na fluorescência do marcador FM1-43. Este efeito observado foi 

significativamente inibido quando as preparações foram pré-incubadas e continuamente 

perfundidas com sevoflurano ou isoflurano (FIGURAS 11 e 12). WESTPHALEN e 

equipe (2013) também demonstraram que o volátil isoflurano inibe a liberação de vários 

neurotransmissores no sistema nervoso central, como dopamina, GABA, glutamato, 

norepinefrina e ACh, quando evocada por 4AP. Além disso, LEITE et al (2010) 

mostrou que altas concentrações de propofol, um agente anestésico intravenoso, inibem 

a exocitose de vesículas sinápticas evocada por 4AP na JNM de rãs. Evidências 

eletrofisiológicas também oferecem evidências de que isoflurano e outros anestésicos 

inalatórios inibem as correntes de Na
+ 

e a amplitude dos potencias de ação em terminais 

nervosos isolados da neurohipófise, via bloqueio dos canais pra Na+ desta preparação 

(OUYANG et al., 2003; OUYANG & HEMMINGS, 2005).   

É importante destacar que OUYANG e colaboradores (2009) mostraram que 

tanto isoflurano quanto sevoflurano inibem de forma similar os canais para Na
+
 

dependentes de voltagem por diferentes mecanismos. Contudo, em nosso modelo nós 

demonstramos que isoflurano inibe a exocitose evocada por 4AP de forma 

significativamente menos eficiente quando comparado com sevoflurano, como 

mostrado nas FIGURAS 11 e 12. Diferenças em potência de efeito entre os diferentes 

anestésicos inalatórios já é observada e, ao mesmo tempo, controversa. PARK e 

colaboradores (1997), por exemplo, mostraram que tanto isoflurano quanto halotano são 

equipotentes em causar relaxamento muscular em um modelo de brônquio de rato 

contraído. Por outro lado, quando preparações de nervo ciático e músculo 

gastrocnêmico de gatos foram incubados com isoflurano, halotano ou sevoflurano, só 

foi observado efeito neuromuscular inibitório na presença de sevoflurano (SUZUKI, 
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1996). Além disso, WULF (1998) demonstrou que a potenciação dos efeitos 

neuromusculares inibitórios do bloqueador neuromuscular cisatracúrio é mais eficiente 

em procedimentos anestésicos com sevoflurano do que com isoflurano. Estas diferenças 

podem ocorrer devido a diferenças físico-químicas entre os diferentes anestésicos 

voláteis (STRUM et al., 1987; YASUDA et al., 1989). Também não podemos excluir 

diferentes interações destes anestésicos com outros componentes celulares como PKC, 

cAMP etc. o que poderia gerar diferentes potências inibitórias. Contudo, o mecanismo 

preciso que poderia explicar estas diferenças continua obscuro e necessita de mais 

investigação. 

O papel dos canais para Na
+
 como possível alvo para os efeitos inibitórios dos 

anestésicos inalatório sevoflurano e isoflurano na JNM foi mais profundamente 

analisado por nosso grupo. Para isso, testamos qual seria o efeito destes anestésicos 

sobre a exocitose de vesículas sinápticas evocada pela veratridina. Esta toxina ativa 

diretamente os canais para Na
+
 e impedem a inativação dos mesmos (NICHOLLS, 

1993). Sevoflurano e isoflurano inibiram de maneira similar a exocitose de vesículas 

sinapticas evocada pela veratridina. (FIGURAS 13A e 14A). Este resultado vai ao 

encontro com muitos outros achados da literatura em que o efeito de diversos 

anestésicos sob os canais para Na
+
 foram investigados. RATNAKUMARI & 

HEMMINGS (1997) observaram que o anestésico intravenoso propofol inibe de 

maneira dose-dependente a liberação de glutamato a partir de sinaptosomas de ratos. 

RATNAKUMARI & HEMMINGS (1998) e LINGAMANENI et al. (2001) também 

demonstraram que os anestésicos inalatório halotano e isoflurano também causam uma 

redução de aproximadamente 50% da liberação de glutamato evocada pela veratridina. 

Em adição, HARRIS & BRUNO (1985) sugeriram que o éter, halotano, enflurano e até 

mesmo o álcool apresentam efeito inibitório sobre os canais para Na
+
.   

Muitos estudos prévios já foram realizados investigando o efeito intrínseco da 

veratridina sobre os canais para Na
+ 

e os resultados encontrados sugerem fortemente 

que esta toxina prolonga a atividade destes canais e seu efeito é inibido pela toxina TTX 

(revisado por CATTERAL et.al., 2005).  Todas as isoformas conhecidas de canais para 

Na
+
 voltagem-dependentes (Nav) podem ser bloqueadas com alta especificidade e 

potência pela TTX, porém algumas isoformas, conhecidas como tetrodotoxina-

resistentes, são menos responsivas aos efeitos dessa toxina quando comparadas com as 

outras isoformas (GOLDIN, 2001). 
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Em nosso modelo, a concentração de 0,5 µM de TTX inibiu significativamente a 

exocitose evocada pela veratridina a 100 µM. Sevoflurano e isoflurano acentuaram de 

forma significativa o efeito da TTX, fazendo com que a exocitose fosse menor quando 

as preparações eram expostas a veratridina 100 µM. Isto sugere a possibilidade de um 

sinergismo farmacológico entre dois antagonistas moduladores dos canais para Na
+
 

(sevoflurano/isoflurano e TTX) diminuindo, assim, o efeito despolarizante da 

veratridina e, com isso, a exocitose de vesículas sinápticas (FIGURAS 17 e 18). 

Corroborando nossos achados, ZHANG et.al., (2010) mostraram que, ao realizar 

infusão intratecal de TTX em camundongos, a potência do anestésico isoflurano era 

aumentada consideravelmente. Esta interação entre drogas é consistente com a 

especificidade farmacológica da TTX para os canais para Na
+
 e reforça a hipótese de 

que estes canais como tendo um papel importante produzido pelos anestésicos 

inalatórios (HEMMINGS, 2009) 

Em um estudo utilizando registros eletromiográficos com estimulação trem-de 

quatro (do inglês, train-of-four, TOF) realizado por NITAHARA e colaboradores 

(2007), foi mostrado que pacientes miastênicos e normais apresentavam uma grande 

depressão das funções neuromusculares quando eram submetidos à anestesia com 

sevoflurano. Porém, este efeito inibitório do sevoflurano era mais proeminente em 

pacientes miastênicos.  Logo após o término da administração da droga, os registros 

voltavam aos seus valores normais, indicando, portanto, um restabelecimento das 

atividades neuromusculares para os níveis considerados normais. Baseado neste 

resultado e em nossos outros achados, nós sugerimos que o efeito pré-sináptico destes 

anestésicos inalatórios contribui de forma importante para o relaxamento muscular 

observado em procedimentos clínicos em que a utilização destas drogas é necessária. 

Sendo assim, este estudo sugere que um bloqueio dos canais para Na
+
 efetuado pela 

anestesia com sevoflurano e isoflurano, pode contribuir para o relaxamento muscular  

Em conjunto, o corpo de nossos dados sugere que sevoflurano e isoflurano inibem a 

exocitose de vesículas sinápticas por atuarem de forma direta em canais para Na
+
, 

efetuando o bloqueio dos mesmos, sem qualquer efeito direto nos canais para Ca
2+

. Este 

trabalho oferece novas informações na compreensão de como estes anestésicos causam 

o relaxamento observado durante sua administração em procedimentos cirúrgicos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, através da utilização de técnicas de microscopia óptica de 

fluorescência, este trabalho demonstrou que os anestésicos halogenados, sevoflurano e 

isoflurano não se apresentam com potencial de evocar a exocitose de vesículas 

sinápticas. Em adição, estes agentes não afetaram a exocitose evocada por KCl 60mM, 

estímulo independente de íons Na
+
. Contudo, concentrações clínicas destes anestésicos 

inibem consideravelmente a exocitose evocada por estímulos dependentes de íons Na
+
, 

como veratridina e 4AP, sendo este efeito mais pronunciado quando as preparações 

foram pré-incubadas e continuamente perfundidas com sevoflurano. Estes dados 

indicam que tanto sevoflurano quanto isoflurano interferem com a liberação de 

neurotransmissores por atuar em passos anteriores ao influxo de Ca
2+

 para o terminal 

neuronal, provavelmente por atuar nos canais para Na
+
 dependentes de voltagem. Desta 

maneira, este trabalho oferece novos dados acerca dos mecanismos pelos quais estes 

anestésicos causam os efeitos neuromusculares observados durante a anestesia geral. 
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8. ANEXO 1: Artigo aceito para publicação, após revisão, referente à essa 

dissertação de mestrado 
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Comparative presynaptic effects of the volatile anesthetics sevoflurane and 

isoflurane at the mouse neuromuscular junction 

 

Abstract 

 

Introduction: Sevoflurane and isoflurane are anesthetics that cause muscle 

relaxation and potentiate the effect of neuromuscular blocking agents. Their 

presynaptic mechanisms of action are not clearly understood, especially at the motor 

nerve terminal level. Methods: We compared the presynaptic effects of these 

anesthetics on the exocytosis of synaptic vesicles labeled with the dye FM1-43 at the 

mouse neuromuscular junction. Results: Both anesthetics did not evoke spontaneous 

exocytosis of synaptic vesicles, but significantly inhibited the depolarization evoked by 

4AP and veratridine, suggesting a putative action on sodium channels. Exocytosis 

evoked by veratridine was inhibited by tetrodotoxin alone or in conjunction with 

sevoflurane or isoflurane indicating that both agents may target in voltage-gated sodium 

channels. Conclusion: We suggest that sevoflurane and isoflurane inhibit exocytosis 

evoked by sodium-dependent depolarization and it might act on tetrodotoxin-sensitive 

sodium channels. These findings contribute to a better understanding of some clinical 

muscular effects induced by these anesthetics. 

Keywords: Sevoflurane, Isoflurane, neuromuscular junction, FM1-43, synaptic vesicle, 

exocytosis. 
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1. Introduction 

A great effort has been made during the last decades to understand the cellular and 

molecular mechanism underlying general anesthesia and how those anesthetics produce 

their related effects such as amnesia, hypnosis, unconsciousness and muscle relaxation 

1-2
. Different molecular targets in several regions of the nervous system are involved in 

the multiple components of general anesthesia, and these targets can vary among the 

distinct anesthetics. In addition, the anesthetics affect both excitatory and inhibitory 

synaptic transmission in the nervous system
3
. Several experimental approaches support 

the action of general anesthetics at the synaptic level involving presynaptic and/or 

postsynaptic targets
2
. Nevertheless, the contributions of each of these targets have not 

been clearly defined yet. Since the 1980s, presynaptic ion channels have been 

considered as the most promising molecular target for general anesthetics
4
, but further 

investigation is still remaining. 

 Sevoflurane and isoflurane are volatile anesthetics that present many properties 

that make them useful for induction and/or maintenance of general anesthesia with the 

ability to cause unconsciousness, analgesia and also muscle relaxation
1
.  Although both 

drugs interact directly with nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) and also potentiate 

the effect of nondepolarizing neuromuscular-blockade drugs, sevoflurane leads to more 

intense outcomes than other volatile anesthetics, such as halothane and isoflurane
5-6

 

Because of the desirable muscle relaxation effect evoked by several anesthetics, 

one opened question is: how do volatile anesthetics interfere with neuromuscular 

transmission? For instance, Kennedy and Galindo (1975)
7
 showed that enflurane is able 

to cause muscle relaxation, acting directly on the motor neuron endplate. Hedenstierna 

and Edmark (2005)
8
 also showed the effects of general anesthesia and muscle paralysis 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Edmark%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132894
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on the respiratory system. In addition, some works have already investigated the 

postsynaptic effects of inhalatory anesthetics. Violet et al. (1997)
9
, for example, showed 

that muscle or neuronal nAChRs subtype are sensitive to general anesthetics, including 

sevoflurane, with different degrees of sensibility. Tassonyi et al. (2002)
10

 showed that 

volatile anesthetics and ketamine are the most potent inhibitors of neuronal nAChRs 

subtype and also produce great inhibitory effect on the muscle subtype. However, the 

presynaptic mechanisms, more specifically, the basic steps for neurotransmission 

release involved in the effects caused by sevoflurane and isoflurane at neuromuscular 

junctions (NMJs) remain unclear. 

In this work, we aimed to investigate the presynaptic effect of the volatile anesthetics 

sevoflurane and isoflurane at the NMJ level. By visualizing synaptic vesicles recycling 

with FM1-43, a powerful tool to study the synaptic vesicles cycle
11,12,13

. We provided 

direct evidences that sevoflurane and isoflurane have a presynaptic action at the mouse 

NMJ, by inhibiting voltage-gated sodium channels. Our study provides for the first time 

data that might help to explain some of the neuromuscular effects observed during the 

administration of volatile anesthetics. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1 Reagents 

 

The fluorescent dye FM1-43 was purchased from Molecular Probes (Eugene, OR, 

USA); d-tubocurarine, 4-aminopyridine (4AP), veratridine, tetrodotoxin (TTX) and μ-

conotoxin were purchased from Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). The inhalatory 

anesthetics were obtained from Instituto Biochimico Ind. Farm. Limitada (Itatiaia RJ, 
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Brazil). All other chemicals and reagents were of analytical grade. Experiments were 

performed in accordance with the local animal care committee (CETEA-UFMG). 

Efforts were made in order to minimize the suffering and number of animals used in this 

study. 

2.2 Preparation of Anesthetic Solutions 

For each experiment, the perfusion solution (134 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM 

CaCl2, 1 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11 mM d-glucose) was 

saturated with sevoflurane or isoflurane and rotated for at least 6 hours at room 

temperature (23-25°C) in an airtight glass tube
14

. The saturated solution (13 – 16 mM 

for sevoflurane and 11 – 13 mM for isoflurane) was diluted with normal mouse Ringer 

in order to obtain the desired concentration of each anesthetic (0.45, 0.60 or 0.90 mM). 

The diluted anesthetic solution was introduced to the perfusion chamber through 

polyethylene tubing from a closed syringe. The perfusion of the preparation was 

performed by an infusion system (model ST670) from Samtronic (São Paulo, SP, 

Brazil) during 7 min. Because of the volatility of sevoflurane and isoflurane and 

attendant losses (~33%), the final anesthetic concentrations exiting the perfusion 

chamber were determined by gas-cromatography following n-heptane extraction as 

previously described
15

. Analysis by gas–liquid chromatography was performed on a 

Hewlett Packard Series II-5890gas chromatograph equipped with a DB-WAX capillary 

column 30m x 0.25mm with a film thickness of 0.33 μm (80ºC) and a flame ionization 

detector (100ºC). The volume of injection was 2µL.  

2.3  Staining and Destaining with FM1-43 

The experiments described below were performed according to Valadão et. al., 

(2013)
16

. Diaphragm nerve-muscle preparations were dissected from Swiss female adult 
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mice (30-40g), divided into two hemidiaphragms, and pinned flat in a sylgard-line 

perfusion chamber containing mouse Ringer solution (134 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM 

CaCl2, 1 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11 mM d-glucose) gassed with 

95% O2 – 5% CO2. FM1-43 (4 μM) was then used to stain the recycling pool of 

synaptic vesicles
12

. The structure of this dye presents a hydrophobic tail, which allows it 

to reversibly bind to biological membranes, and a polar head that impairs it to fully 

permeate the plasma membrane
11-17

. Therefore, FM1-43 binds to synaptic membrane 

and after stimulating the nerve terminal to cause synaptic vesicles exocytosis and 

consequently compensatory endocytosis, the fluorescent dye is incorporated resulting in 

a typical pattern of staining of the synaptic vesicles
12

. If the nerve terminals are 

resubmitted to a new round of stimulation, in the absence of FM1-43 in the external 

medium, the dye is released to the hydrophilic medium, resulting in a decrease of 

fluorescence intensity, which reflects the exocytosis of synaptic vesicles
11-17

. In our 

experiments, the muscles were incubated with d-tubocurarine (16 μM) to avoid 

contractions during stimulation. The muscles were stimulated for 10 min with modified 

Ringer solution containing a high concentration of KCl (80 mM NaCl, 60 mM KCl, 2 

mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 12 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 11mM d-glucose) in the 

presence of FM1-43 (4 μM). Thereafter, the preparation was kept resting in mouse 

Ringer solution for 10 min to guarantee FM1-43 uptake. The excess of FM1-43 adhered 

to the muscle membranes were removed during a 20 min washing period in gassed 

mouse Ringer solution. Images were acquired during 7 min with intervals of 2 min. The 

destaining at the absence of stimulus due to photobleaching of FM1-43 when it is 

exposed to illumination (around 10% of decrease in fluorescence) was used as a control 

for destaining.        

2.4 Exposure to the anesthetic and other drugs 
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After labeling the recycling pool of synaptic vesicles, neuromuscular preparations were 

continuously exposed to different sevoflurane or isoflurane concentrations during 7 min 

to evaluate its effect on spontaneous exocytosis. We also performed experiments to 

investigate the anesthetics’ effect on evoked synaptic vesicles exocytosis by Na
+
-

dependent (1 mM 4AP and 100 μM veratridine) or Na
+
-independent (60 mM KCl) 

stimuli. In this case, preparations were pre-exposed to the anesthetic tested and then 

perfused with the depolarizing solution also containing the anesthetic, throughout the 

whole image acquisition period (7 min). All procedures were performed in room 

temperature (25 - 30ºC). 

2.5 Fluorescence microscopy 

All images were acquired using a fluorescence microscope (Leica DM2500) coupled 

to a CCD camera (12 bits, Leica DFC345FX) using a water immersion objective (63×, 

0.95 NA) and visualized in a computer screen using Leica Application Suite 4.0 

software. Excitation light came from a 100 W Hg lamp and passed through filters 

(505/530 nm) to select the desired fluorescence spectrum. The experimental parameters 

for collection of images were kept the same in control and test contra lateral 

hemidiaphragms in a given trial. 

2.6 Image and statistical analysis 

Images were analyzed using the softwares Image J and Microsoft Excel. The mean 

fluorescence intensity was determined for each cluster of fluorescent spots. Data were 

normalized and then converted to a percentage graphic representation using GraphPad 

Prisma 4.0. Statistical analysis was performed using unpaired Student’s t-Test. P < 0.05 

values were considered statistically significant. 
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3 Results 

 

3.1  Effect of isoflurane and sevoflurane on spontaneous synaptic vesicles 

exocytosis 

Figure 1A shows representative image of a control experiment showing nerve 

terminal fluorescence loss due to FM1-43 photobleaching during illumination time (7 

min). As expected, the fluorescence loss due photobleaching was negligible (Figure 

1G). Figures 1B and C show representative images of nerve terminals from 

neuromuscular preparations that were continuously perfused with 0.45 mM sevoflurane 

and 0.45 mM isoflurane, respectively, for 7 min and we observed no change in 

fluorescence intensity. No further fluorescence decay was detected when the 

preparations were exposed to any of clinical (0.45 mM or 0.6 mM) or supra-clinical 

sevoflurane concentrations tested (0.9 mM) (not shown). Likewise, the preparations 

perfused with isoflurane at the same concentrations did not show further fluorescence 

decay when compared to photobleaching. Quantification of normalized fluorescence 

loss due to photobleaching and treatment with 0.45 mM sevoflurane or isofluanre is 

represented on Figure 1G. Therefore, these data show that neither sevoflurane nor 

isoflurane evoke synaptic vesicles exocytosis at the mouse NMJ 

Effect of sevoflurane and isoflurane on evoked synaptic vesicles exocytosis 

It is already known that general anesthetics affect voltage-gated Na
 +,

 K
+
, and Ca

2+
 

channels
18

. In addition, some studies have shown that inhaled anesthetics cause a great 

muscle relaxation and potentiate the effect of neuromuscular blocking agents
1
. Thereby, 

in order to access how sevoflurane and isoflurane are able to generate such muscle 

relaxation, the next set of experiments aimed to investigate whether these volatile 
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anesthetics may block different depolarizing stimuli, mainly Na
+
-dependent or Na

+
-

independent. 

Elevated extracellular KCl concentration has been used extensively as a 

pharmacological tool for evoking synaptic vesicles exocytosis in isolated nerve 

terminals on a Na
+
-independent manner

19
. Increased extracellular K

+
 levels depolarize 

the membrane by shifting the K
+
 equilibrium potential above the threshold  for 

activation of voltage-gated Ca
2+

 channels, leading to Ca
2+

 influx and then a Na
+
 

channel-independent neurotransmitter release. We therefore tested whether sevoflurane 

and isoflurane could interfere with exocytosis evoked by KCl (60 mM). Preparations 

treated with 60mM KCl exhibit a ~ 60% fluorescence decay, as shown on Figure 1D. 

Nerve terminals pre-incubated and continuously perfused with 0.45 mM sevoflurane or 

isoflurane also showed a loss in fluorescence intensity due to stimulation with 60 mM 

KCl as similar as preparations untreated with the anesthetic. Same result was observed 

with 0.9 mM sevoflurane or isoflurane (data not shown). Figure 1E shows 

representative images of a nerve terminal treated with 60 mM KCl + 0.45 mM 

sevoflurane. Figure 1F shows representative images of a nerve terminal treated with 

60mM KCl + 0.45 mM isoflurane. Results from independent experiments are 

summarized in Figure 1G.  FM1-43 destaining evoked by 60 mM was statically 

different from photobleaching but similar to all the other experimental groups (60 mM 

KCl + 0.45 mM sevoflurane, 60 mM KCl + 0.90 mM sevoflurane, 60 mM KCl + 0.45 

mM isoflurane and 60 mM KCl + 0.90 mM isoflurane. Thereby, this result suggests that 

sevoflurane and isoflurane are not able to block synaptic vesicles exocytosis evoked by 

high KCl concentrations, a stimulus that is independent on extracellular Na
+
 influx.  

Voltage-gated sodium channels have been emerging as important targets for some 

inhaled anesthetics. It is now evident that volatile anesthetics at clinical concentrations 
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inhibit sodium channels in isolated rat nerve terminals and neurons, as well as in 

heterologously expressed mammalian Na
+
-channel α subunits

2
. We therefore tested in 

our system whether sevoflurane and isoflurane might interfere with exocytosis evoked 

by Na
+
-dependent stimuli such as 4-aminopyridine (4AP) (1 mM) and veratridine (100 

µM). 4AP depolarization is associated with prolongation of the presynaptic action 

potential evoked by blocking the K
+
 current, thus leading to Na

+
 channels activation and 

neurotransmitter release
20

. Incubation of nerve terminals with 4AP (1 mM) during 7 min 

induced a ~35% decay in FM1-43 fluorescence intensity (Figure 2B).  Preparations pre-

incubated and continuously perfused with 0.45 mM sevoflurane (Figure 2C) or 0.6 mM 

presented a reduced 4AP-evoked exocytosis (~15% decay in fluorescence intensity). 

Moreover, preparations pre-incubated and continuously perfused with 0.90 mM 

sevoflurane showed a complete inhibition of 4AP-evoked exocytosis (~10% decay in 

fluorescence intensity, similar to photobleaching) (Figure 2E). Although crescent 

concentrations of isoflurane such as 0.45mM, 0.60 mM or 0.90 mM also induced an 

inhibition of 4AP-evoked exocytosis, it is noteworthy that this was less pronounced than 

that caused by the same concentrations of sevoflurane. All preparations treated with any 

of the isoflurane concentrations showed an approximately  20% decay in FM1-43 

fluorescence intensity evoked by 4AP. Figure 2D shows representative images of a 

nerve terminal treated with 0.45 mM isoflurane. These data indicate that although both 

anesthetics inhibit synaptic vesicles exocytosis evoked by a 4AP, the inhibition caused 

by sevoflurane is greater than the one induced by isoflurane 

To further test this hypothesis, we next investigated the effect of sevoflurane and 

isoflurane on veratridine-evoked exocytosis. This pharmacological agent acts in a 

different manner than 4AP by interacting directly with the sodium channel, and 

therefore leading to its activation (by slowing inactivation), and consequently 
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depolarizing the plasma membrane
21

. Incubation of neuromuscular preparations with 

veratridine (100 µM) during 7 min induced a significant FM1-43 destaining (~45%) 

(Figure 3). The destaining evoked by veratridine was approximately 70% abolished by 1 

µM TTX  and significantly reduced (~ 45%) by 0.5 µM TTX (Figure 3). Preparations 

pre-incubated and continuously perfused with 0.45 mM sevoflurane showed a great 

inhibition on veratridine-evoked exocytosis (~ 25% decay in fluorescence intensity) 

(Figure 3). Increased concentrations of sevoflurane (0.6 mM and 0.9 mM) did not 

provide any further inhibition (data not shown). The same result was observed when 

was used (Figure 3). Preparations pre-incubated and continuously perfused with 0.45 

mM isoflurane significantly inhibited veratridine-evoked synaptic vesicles exocytosis (~ 

25% decay in fluorescence intensity). Increased concentrations (0.6 mM and 0.9 mM) 

did not show further inhibition either (data not shown). 

 Our previous results prompt us to ask if sevoflurane/isoflurane and TTX have an 

additive effect on inhibiting veratridine-evoked FM1-43 destaining. Since 1 µM TTX 

almost completely abolish veratridine-evoked stimulus, we performed experiments 

using a lower TTX concentration (0.5 µM). Our results showed that simultaneous pre-

incubation of nerve terminals with 0.45 mM sevoflurane and 0.5 µM TTX produced a 

significant inhibition of veratridine-induced vesicle exocytosis (~ 15% decay in 

fluorescence intensity) with an additive effect when compared to 0.5 µM TTX alone. 

The same result was observed when 0.45 mM isoflurane and 0.5 µM TTX were used 

combined (Figure 3).  Taken together, these results suggest that sevoflurane and 

isoflurane reduce sodium-dependent synaptic vesicles exocytosis by blocking Na
+
 

sodium channels sensitive to TTX at the mouse NMJ. 
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4 Discussion 

The inhaled anesthetics sevoflurane and isoflurane have many properties that 

make them very useful for surgical procedures. Nowadays, sevoflurane is the most 

common anesthetic used for inhalation anesthesia in humans while isoflurane is the 

most used in animals
22

. However, as any modern anesthetic, both agents produce side 

effects. Previous studies showed that isoflurane and sevoflurane might cause 

hypercapnia, acidosis and a marked decrease in respiration rate
22

. In addition, volatile 

anesthetics do not only potentiate the action of neuromuscular blocking agents but also 

have muscle relaxants properties of their own. Enflurane, isoflurane, desflurane, and 

sevoflurane produce skeletal muscle relaxation that is about twice as high as that 

associated with halothane
23

. This relaxation might occur due to a blockage on 

neuromuscular transmission at the pre and/or postsynaptic level
5,6,9

.  

Inhibitory effects of volatile anesthetics on neuromuscular transmission have been 

shown in in vitro
7,24

 and in vivo studies
25

. For example, Suzuki et al. (1999)
26

 showed 

that sevoflurane depressed compound muscle action potentials and caused fading 

amplitudes under a train of repetitive stimulation. Volatile anesthetics were already 

reported to reinforce the effects of non-depolarizing blocking agents 
26,27,28

. In addition, 

Violet et al. (1997) showed that these drugs are also able to inhibit the muscular and 

neuronal nAChR all by itself. All these effects mentioned above show that volatile 

anesthetics interfere somehow with the neuromuscular transmission, either at the pre-

synaptic or post-synaptic levels or both. Some studies have focused on the postsynaptic 

effects of sevoflurane and isoflurane 
6,9,26

. Nevertheless, the presynaptic mechanisms 

behind this volatile anesthetics capacity to produce muscle relaxation are not clear. 

Therefore, in this work, we investigated the effects of sevoflurane and isoflurane on 

spontaneous and evoked synaptic vesicles exocytosis labeled with the vital fluorescence 
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dye FM1-43 at the mouse NMJ, an experimental model that provides a direct way to 

investigate neurotransmitter release in an isolated synapse.  

Regarding the presynaptic effects of these anesthetics, it is already known that 

isoflurane and halothane increases basal dopamine release in the rat striatum
29

. In 

addition, although Silva and colleagues (2007)
30

 have shown that sevoflurane (0.46 

mM) increases significantly the release of dopamine, it was by a non-vesicular process, 

independent of synaptic vesicles exocytosis. Moreover, Schichino et al. (1998)
31

 

showed that volatile anesthetics such as sevoflurane and isoflurane suppressed 

acetylcholine (ACh) release in a dose-dependent manner in non-stimulated rat cerebral 

cortex. Interestingly, Naruo et al. (2005)
32

 showed that when non-stimulated neurons 

isolated from ganglia of snails were incubated with clinical sevoflurane concentrations 

in the presence of FM1-43, there was no alteration on synaptic vesicles recycling. In our 

model, also a cholinergic system, we investigate if sevoflurane and isoflurane would be 

able to evoke synaptic vesicles exocytosis, leading to ACh release. When preparations 

were treated with sevoflurane or isoflurane (0.45, 0.60 and 0.90 mM) we observed no 

decay in fluorescence intensity of FM1-43-labeled nerve terminals. This result indicates 

that these anesthetics do not stimulate synaptic vesicles exocytosis at the mouse NMJ 

(Figure 1). 

It has been reported that ether derivative fluorinated volatile anesthetics such as 

sevoflurane and isoflurane causes skeletal muscle relaxation during surgical 

procedures
1,33,34

. This effect could be due to an inhibitory effect on evoked synaptic 

vesicles exocytosis. Although there are some findings showing that somatic and 

heterologously expressed Na
+ 

and also P/Q-type voltage-gated Ca
2+ 

channels can be 

inhibited by volatile anesthetics
35

, here we showed that, for the NMJ, neither 

sevoflurane nor isoflurane were able to inhibit FM1-43 destaining evoked by 60 mM 



 

87 

 

KCl, a Na+ independent stimulus that acts directly by opening Ca
2+ 

channels (Figure 1). 

Westphalen and colleagues (2013)
36

 suggested that the volatile anesthetic isoflurane 

significantly inhibits the 4AP-evoked release of neurotransmitter (Na
+
-dependent 

stimulus) with greater sensitivity compared with KCl-evoked exocytosis. Hemmings et 

al. (2005)
4
 also showed that in hippocampal neurons, despite isoflurane inhibition of 

synaptic vesicles exocytosis evoked by electrical pulses of stimulation, this drug does 

not abolish this process when high K
+
 solution is used as stimulus. Since KCl-evoked 

exocytosis was not inhibited, the major presynaptic target for inhibition of exocytosis by 

these volatiles must lie upstream of Ca
2+ 

entry through nerve terminal voltage-gated 

Ca
2+

 channels coupled to synaptic vesicle exocytosis.  

It is already known that accumulation of Na
+
 at both vertebrate and invertebrate 

nerve terminals augments transmitter release by triggering the increase of intracellular 

Ca
2+

 concentrations and, in addition, Na
+
 per se can activate the asynchronous 

neurotransmitter release 
56

. Therefore, the Na
+
 influx to the terminal is a key point for 

the release of neurotransmitters.  Considerable evidences support a role for Na
+
 channel 

blockade in the inhibition of synaptic vesicle exocytosis by volatile 

anesthetics
37,38,39,40,41,42

. In order to gain further insight about the presynaptic actions of 

sevoflurane and isoflurane at the NMJ, we tested if sevoflurane and isoflurane would be 

able to inhibit synaptic vesicles exocytosis evoked by 4AP or veratridine.  

Preparations stimulated by 4AP, a stimulus that mimics synaptic action-potential-

evoked neurotransmitter release in requiring activation of Na
+
 and Ca

2+
 channels 

exhibited a significant decrease in fluorescence intensity (Figure 2). This effect was 

significantly inhibited by clinical sevoflurane or isoflurane concentrations (Figure 2). 

Accordingly, Westphalen and colleagues (2013)
36

 showed that the volatile anesthetic 

isoflurane inhibits the 4AP-evoked release of many neurotransmitters, such as 
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dopamine, (γ-amino butyric acid) GABA, glutamate, norepinephrine and ACh, at 

central nervous system. In addition, Leite et al. (2011)
43

 also showed that high 

concentrations of an intravenous anesthetic (propofol) inhibited synaptic vesicles 

exocytosis evoked by 4AP. Indeed, electrophysiological data evidence offers some 

evidence that isoflurane inhibits nerve terminal Na
+
 currents and action potential 

amplitude through Na
+
 channels blockage in isolated neurohypophysial nerve 

terminals
39,44

. Although Ouyang and colleagues (2009)
45

 showed that isoflurane and 

sevoflurane inhibits equally voltage-gated Na+ channels by voltage- and use-dependent 

mechanisms, we observed in our experimental model that inhibition of 4AP-evoked 

exocytosis by sevoflurane was greater than the inhibition caused by isoflurane as shown 

on Figure 3. These differences in potency among many different volatile anesthetics are 

already observed and controversial. Park and colleagues
46

, for instance, studying the 5-

HT-precontracted rat bronchi found that isoflurane and halothane are equipotent in 

relaxing it. On the other hand, previous work showed a neuromuscular inhibitory effect 

of sevoflurane (not isoflurane or halothane) on the cat sciatic nerve and gastrocnemius 

muscle
25

 complex. In addition, the augmentation of the neuromuscular blocking effects 

of cisatracurium during sevoflurane anesthesia is also more efficient than isoflurane 

anesthesia
47

.  These variations might be due the different physicochemical properties of 

these halogenated anesthetics
48,49

. However, the precise mechanism why these 

differences observed for the volatile anesthetics, explaining the seemingly more potent 

effect of sevoflurane compared with isoflurane and other halogenated drugs, remain 

unclear and need further investigation. 

The role of Na
+
 channels as a putative target for volatile anesthetics at the mouse 

NMJ was further analyzed by testing the effects of sevoflurane and isoflurane on 

veratridine-evoked synaptic vesicles exocytosis, since it directly acts on Na
+
 channels 



 

89 

 

19
. Sevoflurane and isoflurane significantly inhibited veratridine-evoked FM1-43 

destaining (Figure 3), similar to previous studies showing that intravenous anesthetic 

propofol inhibits the veratridine-evoked glutamate release in synaptosomes in a dose-

dependent manner
50

. Halothane and isoflurane also causes a 50% inhibition of 

veratridine-evoked glutamate release from synaptosomes 
37,38

. Moreover, Harris and 

Bruno, (1985)
51

 suggested that ethanol and other anesthetic drugs such as diethyl ether, 

halothane and enflurane are able to inhibit sodium channel.  

It is well known that veratridine enhances the activity of most Na
+
 channels 

(reviewed
52

) and its effect is blocked by TTX. All isoforms of voltage-gated Na
+
 

channels (Nav) can be blocked with high potency and specificity by the TTX, however 

some isoforms, known as TTX-resistant, are less sensitive compared with other 

isoforms
53

. In our model, TTX (0.5 µM) significantly inhibited FM1-43 destaining and 

both anesthetics sevoflurane and isoflurane caused further inhibition of veratridine-

evoked destaining by TTX. In accordance to our data, Zhang et al. (2010)
54

 have shown 

that intrathecal infusion of TTX increases the potency of the volatile anesthetic 

isoflurane. These drug interactions are consistent with the known pharmacological 

specifity of this Na
+
 channel modulator, and further support a role for this channel 

action in the immobilization produced by inhaled anesthetics
2
. 

In common anesthetic practice, nondepolarizing muscle relaxant agents are currently 

used to facilitate intubation of the trachea, mechanical ventilation, and surgical access 

and there are evidences that volatile anesthetics might enhance the effect these agents 

(reviewed by Tassonyi et al 2002
10

). In addition, several clinical studies have reported 

that volatile anesthetics such as iso and sevoflurane potentiate the inhibitory effect of 

non-depolarizing muscle relaxants 
57, 58, 59

. In general, nondepolarizing muscle relaxants 

are competitive antagonists of nicotinic receptors and at the NMJ level, these receptors 
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are expressed both pre and post-synapticaly 
60, 61

. Considering that at the NMJ, nicotinic 

pre-synaptic receptors are stimulatory autoreceptors that increases ACh release upon 

demand
 61

, we cannot rule out the possibility that the inhibitory effect of iso and 

sevoflurane on exocytosis might be due to an inhibition of those channels. However, 

because all the experiments here, to avoid muscle contraction during imaging, had to be 

performed in the presence of d-tubocurarine (that inhibits both neuronal and muscle 

nicotinic receptor), we cannot address the sole contribution of pre-synaptic nicotinic 

autoreceptors in the anesthetics effect on synaptic vesicles exocytosis. 

Finally, in a study using electromyography with train-of-four (TOF) stimulation, 

Nitahara and colleagues (2007)
55

 showed that in control and myastenic patients, 

sevoflurane has an inhibitory effect on neuromuscular transmission. Interestingly, this 

inhibitory effect of sevoflurane was more prominent in myasthenic patients. Based on 

this observation and in our data showing that sevoflurane and isoflurane block 

presynaptic  Na
+
 channels (Figure 2 and 3),  we therefore suggest that this presynaptic 

effect of volatile anesthetics  contribute to the muscular relaxation observed during 

surgical procedures under these volatile anesthetics.  

Taken together, our data show that sevoflurane and isoflurane inhibit synaptic 

vesicles exocytosis by directly acting on Na
+
 channels with no action on voltage-gated 

Ca
2+ 

channels. This mechanism of action give further information of how these 

anesthetics might cause neuromuscular depression observed in clinical procedures. 
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7 Figures 
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Figure 2 
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Figure 3 

 

8 Figure legends 

 

Figure 1. Sevoflurane and isoflurane neither evoke the exocytosis of synaptic 

vesicle nor interfere with the exocytosis evoked by 60 mM KCl at the mouse NMJ. 

(A) Representative image of fluorescence loss due to photobleaching during 

illumination for 7 min. Upper panel: before illumination. Lower panel: after 7 min of 

illumination. (B) Representative image of nerve terminal before (upper panel) and after 

incubation with 0.45 mM sevoflurane (lower panel). (C) Representative image of nerve 

terminal before (upper panel) and after incubation with 0.45 mM isoflurane (lower 

panel). (D) Representative image of nerve terminal before (upper panel) and after 

treatment with 60 mM KCl for 7 min (lower panel). (E) Representative image of nerve 

terminal before (upper panel) and after treatment with 60 mM KCl + 0.45 mM 
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sevoflurane for 7 min.  (F) Representative image of nerve terminal before (upper panel) 

and after treatment with 60 mM KCl + 0.45 mM isoflurane for 7 min. (G) 

Quantification of fluorescence signal after photobleaching, incubation with 0.45 mM 

sevoflurane or isoflurane, 60 mM KCl and 60 mM KCl + 0.45 mM sevoflurane or 

isoflurane. ∆F =(F0-F/100), normalized fluorescence. The results are mean ± SEM of 

150 fluorescent spots from 15 nerve terminals of 15 animals (photobleaching), 28 

fluorescent spots from 4 nerve terminals of 4 animals for 0.45 mM sevoflurane or 

isoflurane, 100 fluorescent spots from 10 nerve terminals of 10 animals (60 mM KCl) 

and 21 fluorescent spots from 3 nerve terminals of 3 animals for each of the other 

experimental conditions (60 mM KCl + 0.45 mM sevoflurane or isoflurane). *P<0.05 

when compared to the second bar (photobleaching). Scale Bar =10 μm 

 

Figure 2.  The anesthetic sevoflurane inhibits exocytosis of synaptic vesicles evoked 

by 4AP (1 mM) greater than isoflurane at the mouse NMJ (A) Representative image 

of fluorescence loss due to photobleaching during illumination for 7 min. Upper panel: 

before illumination. Lower panel: after 7 min of illumination. (B) Representative image 

of nerve terminal before (upper panel) and after treatment with 1mM 4AP for 7 min 

(lower panel). (C) Representative image of nerve terminal before (upper panel) and after 

treatment with 1 mM 4AP + 0.45 mM sevoflurane for 7 min (lower panel). (C) 

Representative image of nerve terminal before (upper panel) and after treatment with 1 

mM 4AP + 0.45 mM isoflurane for 7 min (lower panel). (D) Quantification of 

destaining by photobleaching (first bar) and evoked by 1 mM 4AP (second bar), 1 mM 

4AP + 0.45 mM sevoflurane or isoflurane (third paired bars), 1 mM 4AP + 0.6 mM 

sevoflurane or isoflurane (fourth paired bars) and 1 mM 4AP + 0.9 mM sevoflurane or 

isoflurane (fifth paired bars). ∆F=(F0-F/100), normalized fluorescence. The results are 
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mean ± SEM of 150 fluorescent spots from 15 nerve terminals of 15 animals 

(photobleaching), 100 fluorescent spots from 10 nerve terminals of 10 animals (1 mM 

4AP) and 28 fluorescent spots from 4 nerve terminals from 4 animals per each 

experimental condition. *P<0.05 when compared to the first bar (photobleaching). 

**P<0.05 when compared to the second bar (1 mM 4AP). 
a
 P<0.05 when comparing 

4AP + sevoflurane (each concentration) to 4AP + isoflurane each concentration. 
b
 

P<0.05 comparing 1 mM 4AP + 0.45mM sevoflurane with 1 mM 4AP + 0.9 mM 

sevoflurane. Scale Bar =10 μm.  

 

Figure 3.  The anesthetics sevoflurane and isoflurane interfere with exocytosis of 

synaptic vesicles induced by veratridine (100 μM) probably targeting in voltage-

gated sodium channels. Quantification of destaining by 100 µM veratridine (first bar), 

veratridine + TTX (1 μM) (second bar), 100 µM veratridine + TTX (0.5 μM) (third bar), 

100 µM veratridine + 0.45mM sevoflurane or isoflurane (fourth paired bars) and 100 

µM veratridine + 0.45 mM isoflurane or isoflurane + 0.5 μM TTX (fifth paired bars). 

∆F=(F0-F/100), normalized fluorescence. The results are mean ± SEM of 150 

fluorescent spots from 15 nerve terminals of 15 animals (photobleaching), 100 

fluorescent spots from 10 nerve terminals of 10 animals (100 μM veratridine)  *P < 0.05 

when compared to the first bar (100 μM veratridine), 28 fluorescent spots from 4 nerve 

terminals of 4 animals per each experimental condition. **P<0.05 when compared to 

the second bar (100 μM veratridine + 1 μM TTX).  *** P<0.05 when compared to the 

third bar 100 μM veratridine + 0.5 μM TTX. 
a,b

 P<0.05 when compared respectively  to 

100 µM veratridine + 0.45 mM sevoflurane and 100 µM veratridine + 0.45 mM 

isoflurane. 
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9. ANEXO 2: Artigo publicado durante a iniciação científica no LabNeuro 
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10. ANEXO 3: Artigo publicado durante o mestrado 
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11. ANEXO 4: Artigo publicado durante o mestrado 
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