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Resumo

Os anestésicos gerais modulam a transmissao sinaptica no sistema nervoso
central. Esta modulagdo pode ocorrer no terminal pré-sinaptico pela alteracdo na
liberacdo do neurotransmissor e também no terminal pds-sinaptico pela modulagdo da
resposta aos neurotransmissores. Muitos estudos dos efeitos sinapticos do anestésico
tém focado o sitio pds-sinaptico de acao dos mesmos. Desta forma os efeitos pré-
sinapticos da Cetamina ainda n&o foram bem caracterizados. Nosso objetivo neste
trabalho foi, entdo, investigar a existéncia de efeito pré-sinaptico do anestésico
venoso cetamina em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos. Utilizando método de
fluorescéncia nés testamos doses sub-anestésica (1uM), anestésica (30uM) e supra-
anestésica (500uM) de cetamina nos niveis de sodio interno sinaptosomal, calcio livre
interno sinaptosomal, exocitose de vesiculas sinapticas e liberagdo de glutamato. Este
estudo demonstra que o anestésico venoso cetamina apresenta efeitos pré-sinapticos
mediante estimulo despolarizante dependente de canais para sédio — veratridina
10uM. Os efeitos ocorreram com o uso de concentragao supra-anestésica de 500uM.
Demonstrou-se nessas condi¢des: inibicdo do aumento dos niveis de sddio interno
sinaptosomal, inibicdo do aumento da concentragcdo de calcio interno sinaptosomal,
inibicdo da exocitose de vesiculas sinapticas, e inibicdo da liberagdo de glutamato.
Nao foram observados efeitos em concentragdes anestésicas e sub-anestésicas, ou
mediante estimulo induzido por KCI. Estes dados em conjunto mostram que cetamina
500uM em sinaptosomas de cértex de ratos interfere no estimulo evocado por
veratridina e compromete o funcionamento dos eventos que levam a liberacdo de

glutamato.
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Abstract

General anesthetics have potent effects on synaptic transmission, both on
presynaptic synaptic terminals, by altering neurotransmitter release, and on
postsynaptic neurons, by modulating their responses to neurotransmitters. Most
studies of synaptics effects of general anesthetics have focused on postsynaptics sites
of action. However, the presynaptics effects of ketamine have not been well
characterized. We provide evidences for presynaptic effects of intravenous anesthetic
ketamine in rat cerebral synaptosomes (isolated presynaptic nerve terminal). We
tested low concentration (1uM), clinically relevant concentrations (30uM) and supra-
anesthetic concentration (500uM) in order to verify the intrasynaptosomal sodium and
calcium concentrations, synaptic vesicles exocytosis and glutamate release by
fluorescent methods. The highest concentration of ketamine (500uM) inhibited the
veratridine stimulus whereas other two concentrations tested did not show any effect.
The anesthetic inhibited all of events induced by veratridine 10uM: the sodium and
calcium intrasynaptosomal increase, the evoked vesicle synaptic exocytosis and the
glutamate release. KCI stimulus was unaffected by ketamine. These results indicate
that ketamine 500 uM acts in sodium channels and affects the steps that culminate

with the neurotransmitter release.
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1 Introducao

Os anestésicos s&o utilizados na anestesia geral com o objetivo de se obter
analgesia, amnésia, inconsciéncia, inibicdo dos reflexos sensoriais e autonémicos e
imobilidade. O anestésico geral ideal € aquele que induz uma perda rapida e uniforme da
consciéncia, permitindo, ao mesmo tempo, a rapida recuperacao da fungao cognitiva apos
a interrupgao da sua administracdo. O farmaco deve também ter uma ampla margem de

seguranga e ser desprovido de efeitos secundarios (Caton e Antognini, 2002).

Os anestésicos gerais modulam a transmissdo sinaptica no sistema nervoso
central. Esta modulagcdo pode ocorrer no terminal pré-sinaptico através da alteragdo na
liberacdo de neurotransmissores e, também, no terminal pods-sinaptico através da
modulagdo da resposta aos neurotransmissores. Entretanto, os mecanismos dos efeitos
sinapticos celulares e moleculares dos anestésicos gerais continuam em fase de

elucidagao (Hemmings e cols., 2005a; Richards, 1995).

1.1 Aspectos basicos da neurotransmissao

Desde as primeiras descobertas de Ramén y Cajal (1852-1934), sabe-se que o
cérebro ndo é uma rede continua e que cada neurbnio funciona como um elemento
individual o qual se comunica com outros neurénios através de zonas especializadas do
terminal sinaptico denominadas por Sherrington, em 1947, de sinapses. A maioria dos
neurénios no SNC forma centenas de terminagcbes nervosas as quais sdo comumente
separadas dos corpos celulares neuronais e que funcionam como maquinas secretérias

capazes de realizar repetidos ciclos de liberagcdo de neurotransmissores.

Sinapse quimica € uma jungao célula-célula altamente especializada propiciando
uma comunicacao eficiente entre células nervosas e suas células-alvo, que podem ser
outro neurénio, uma célula muscular ou uma célula glandular (Gundelfinger e cols., 2003).
Apesar da existéncia de dois tipos de sinapses, a quimica e a elétrica, as sinapses
quimicas estdo presentes em maior numero do que as elétricas, sendo as primeiras a
principal forma de comunicacdo entre neurdénios no SNC (Eccles, 1976). Através das
sinapses quimicas, a exocitose de uma unica vesicula sinaptica pode desencadear a
abertura de milhares de canais ibnicos pos-sinapticos. Esta propriedade de amplificacao

do sinal pré-sinaptico nas sinapses quimicas e, a capacidade de resposta diferenciada as



alteracbes na frequéncia e intensidade de uso das mesmas caracterizam a plasticidade

sinaptica (Jessell e Kandel, 1993).

De uma maneira geral, a transmissédo sinaptica envolve a fusdo de vesiculas,
contendo neurotransmissores, com a membrana plasmatica e a ligacdo destes com os
receptores pos-sinapticos. Os neurotransmissores classicos sdo sintetizados na propria
terminagdo axonal, sdo armazenados no interior de vesiculas e liberados na fenda
sinaptica, proximo aos seus receptores, através de areas especializadas do terminal, as
zonas ativas. E a passagem de um potencial de acdo, desencadeando a abertura de
canais de calcio sensiveis a voltagem e o influxo desse ion para o citoplasma do terminal
axonal, que promove o disparo da liberagdo de neurotransmissores (Katz e Miledi, 1969;
revisado por Murthy e De Camilli, 2003).

Os terminais nervosos estdo preparados para repetidos ciclos de liberacdo de
neurotransmissores. Quando a vesicula sinaptica se funde com a membrana do terminal
pré-sinaptico, os constituintes da vesicula sao reciclados para garantir a liberagdo de
neurotransmissores sempre que necessaria e, consequentemente, impedir a interrupgéo
desse processo (Heuser e Reese, 1973, Ceccareli e cols.,1973). As vesiculas sinapticas
seguem uma rota de trafego ciclica no terminal nervoso a qual pode ser dividida em
passos sequenciais (Sudhof, 2004; Ryan, 2006). Primeiro, os neurotransmissores sao
ativamente transportados para dentro das vesiculas sinapticas que, em seguida, migram
para a zona ativa e, apos essa etapa, passam por um estagio conhecido como
amadurecimento ou priming quando se tornam competentes para formar um poro de
fusdo em resposta ao Ca?" intracelular. Apos a abertura do poro de fusao, as vesiculas
sinapticas sofrem endocitose e reciclam através de trés mecanismos provaveis: (a)
endocitose mediada por capa de clatrina (Heuse e Reese, 1973; Richards e cols., 2000);
(b) endocitose por meio de amplas invaginacbes de membrana e formacgao de cisternas
(Takei e cols., 1996; Richards e cols., 2000; Richards e cols., 2003); (c) endocitose
designada como Kiss and Run na qual as vesiculas liberam seu conteudo sem se
integrarem completamente a membrana pré-sinaptica, sendo reacidificadas e novamente
preenchidas por neurotransmissores (Ceccarelli e cols., 1973; Pyle e cols., 2000; Gandhi
e Stevens, 2003) (Figura 1).

A maquinaria exo-endocitica dos terminais nervosos é mantida devido a existéncia
de uma gama de proteinas com caracteristicas e fungcbes distintas, estrategicamente

localizadas em regides especificas dos terminais nervosos e cujo papel, de varias delas,



ja esta elucidado (Takamori e cols., 2006). A ancoragem das vesiculas € mediada por
pequenas GTPases que sdo membros da familia Rab, as quais agem em conjunto com
varias proteinas efetoras Rab ou com fatores de ancoragem (Zerial e McBride, 2001). Isso
€ seguido pelo alinhamento especifico de trés proteinas conhecidas como SNAREs:
sinaptobrevina/VAMP, SNAP-25 e sintaxina as quais estdo ancoradas nas membranas da
vesicula sinaptica e do terminal nervoso (SNAP-25 e sintaxina) (Sdllner e cols., 1993). O
entrelagamento das proteinas do complexo SNARE promovera a fusdo das membranas
da vesicula e da membrana plasmatica em resposta ao aumento da concentracdo
intracelular de Ca®* (Weber e cols., 1998, Jahn e Sudhof, 1999; Slepnev e De Camilli,
2000). A montagem do complexo SNARE-trans é regulada pelas proteinas Munc-18/Sec 1
(revisado por Jahn e cols., 2003) e a desmontagem é regulada pela NSF e pela a-SNAP
(Sollner e cols.,1993). A proteina ligante de Ca®" e fosfolipides, sinaptotagmina, é
considerada como sendo o sensor de Ca®* no processo de fusao das vesiculas disparado
por este ion (Perin e cols., 1991; Chapman e Davis, 1998; revisado por Chapman, 2008).



Figura 1: O ciclo de vesiculas sinapticas. As vesiculas sinapticas sao preenchidas com
neurotransmissor através de transporte ativo e migram para a zona ativa, se ancorando.
Nas zonas ativas, as vesiculas tornam-se competentes para a fusdo (amadurecimento).
Apods a abertura do poro de fusao e exocitose, disparado por Ca?*, as vesiculas sinapticas
sofrem endocitose. Observe a formacao de complexo heterotrimérico entre {-SNAREs e v-

SNARE. (www.cnsforum.com/hirespng/vesicle-fusion.png).

1.2 Transmissao glutamatérgica

O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatério no SNC de
mamiferos. Além de ter papel importante na sinalizagao excitatoria, ele é importante na
sinaptogénese, plasticidade sinaptica e na patogénese de doengas neurolégicas (revisado
por Conti e Weinber, 1999).



O cérebro contém grandes quantidades de glutamato, mas somente uma pequena
fragdo esta presente extracelularmente. As maiores concentragcées de glutamato sao
encontradas nos terminais nervosos (Ottersen e cols., 1996). Dois processos contribuem
para a sintese desse neurotransmissor. No primeiro, o glutamato é formado a partir da
glicose via ciclo de Krebs e da transaminagdo do a-cetoglutarato. No segundo, o
glutamato é formado diretamente a partir da glutamina. Esta é formada na glia,
transportada para o terminal e convertida localmente pela glutaminase em glutamato
(revisado por Conti e Weinber, 1999). O glutamato pode ser liberado por meio de dois
mecanismos: via exocitose de vesiculas sinapticas (Ca®* dependente) ou através de

liberagdo nao vesicular (Ca2+ independente) (Nicholls e cols., 1987).

A acédo excitatéria do glutamato se da através de sua ligacdo a receptores
especificos. Uma familia de receptores glutamatérgicos pode ser ativada pelo analogo de
glutamato, o N-metil-D-aspartato (NMDA) e esses receptores (NR1, NR2A, B, C e D) séo
coletivamente denominados de receptores NMDA. Outra familia de receptores & ativada
por a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole acido propidénico (AMPA) e por kainato. De
acordo com sua preferéncia por AMPA ou kainato, esses receptores sdo subdivididos em
receptores AMPA (GIluR1-4) e receptores kainato (GluR5-9, KA1 e KA2). Os receptores
NMDA e AMPA/kainato sédo receptores glutamatérgicos ionotrépicos sendo este, de baixa
afinidade e dessensibilizacdo rapida, enquanto aquele possui alta afinidade e lenta
dessensibilizacao (Von Gersdorff e cols., 1998). Para ativacdo, ambas as classes de
receptores necessitam de ligacdo direta por parte do glutamato e uma prévia
despolarizacdo da membrana. Existe ainda uma terceira familia de receptores
glutamatérgicos, os metabotrépicos associados a proteina G, que podem ser subdivididos
nos grupos | (mGIuR1 e 5), Il (mGIuR2 e 3) e Ill (mGIuR4, 6, 7 e 8).

A sinalizacdo do glutamato deve ser controlada devido a dessensibilizacdo dos
receptores e de seu efeito toxico em altas concentragdes. Esse transmissor deve ser
removido de todo espaco extracelular devido a presenca de receptores glutamatérgicos
na maioria dos elementos celulares (dendritos, terminais nervosos, corpos neuronais bem
como nas células da glia). Como ndo existe uma enzima que metabolize o glutamato
extracelular em um nivel satisfatorio, a remocado deste neurotransmissor nos arredores
dos receptores se da por recaptacédo do glutamato. Esse transporte ocorre em menor
escala por difusao e ocorre, principalmente, através de proteinas transportadoras as quais

usam o gradiente préton-eletroquimico através da membrana plasmatica para direcionar a



captacdo desse neurotransmissor. Existem varios carreadores na membrana plasmatica
como o transportador glutamatérgico de alta afinidade (também conhecido como EAATs e
dependente de sddio e potassio), o transportador de baixa afinidade (sédio-independente)
e o carreador independente da internalizagdo de sédio e trocador de glutamato-cistina
(Danbolt, 2001). Como esperado, quando se inibem os transportadores glutamatérgicos
da membrana aumenta-se a concentragcdo de glutamato no espago extracelular em
segundos (Jabaudon e cols.,1999). O glutamato recaptado pelas células pode ser usado
para propositos metabdlicos (sintese protéica, metabolismo energético, fixacdo de

amonia) ou reutilizado como neurotransmissor (Danbolt, 2001).

1.3 lons sodio

Os canais para sodio dependentes de voltagem nao sao responsaveis apenas pelo
influxo inicial de sddio durante a fase de despolarizacdo, mas também pela conducao e
propagacao do sinal através da membrana. A cada potencial de agao ocorre o influxo de
Na® através dos canais para sodio levando & despolarizacdo da membrana plasmatica
(Stampfli, 1981).

Ha duas classes gerais de canais idnicos seletivos a sodio em humanos. A primeira
classe é composta por canais para sodio epiteliais (ENaCs — Epithelial Na* Channels) que
facilitam o fluxo de Na* através da membrana de células epiteliais (Hughey e cols., 2003 e
Diakov e Korbmacher, 2004). A segunda classe & composta pelos canais para sodio
ativados por voltagem. Estes canais passam transitoriamente pelo estado ativado, ou
seja, o estado que conduz ions em resposta a despolarizacdo da membrana que os
contém. Logo apds a sua ativagao, estes canais passam para um estado ndo-condutor
chamado “inativado”. Desta forma, a ativagao destes canais conduz a uma despolarizagao

transitoria da membrana plasmatica (revisado por Pearce e Kleyman, 2007).

A estrutura dos canais para sodio é semelhante a estrutura dos canais para calcio,
ambos dependentes de voltagem. A principal subunidade do canal, chamada a, é

formadora do poro condutor e possui aproximadamente 260 kDa.

A subunidade a de canais para sodio e calcio apresenta-se em quatro moédulos
simétricos (chamados dominios), que sofrem mudangas conformacionais em resposta a
alteracdes no potencial de membrana (Catterall e cols., 2002). Estudos que correlacionam

estrutura e fungcdo tém mostrado a importancia de varias partes da subunidade a (figura



2). Algas presentes em cada um dos quatro dominios se juntam para formar o poro, cuja
constituicao central determina as propriedades de seletividade e condutancia do canal.
Uma parte desse poro, a regiao do “segmento P”, exibe refinada conservagédo entre
canais de mesma seletividade, mas n&o entre canais com diferentes seletividades. Canais
para sodio existentes em diversas espécies como aguas-vivas, enguias, drosotfila e
humanos tém segmentos P muito semelhantes, e mutagbes nessa regido alteram a
seletividade (Heinemann e cols., 1992), sugerindo que o segmento P determina, pelo
menos parcialmente, a seletividade do canal. Além disso, a estratégia geral da comporta
de ativacao é altamente conservada: o quarto segmento transmembrana (S4), dotado de
residuos positivamente carregados movem-se para fora em resposta a despolarizagao
(Kontis e cols., 1997; Mitrovic e cols., 1998). O movimento do segmento S4 dos dominios
I, I e lll esta associado com a ativacdo do canal (Stihmer e cols., 1989), enquanto o
segmento S4 do dominio IV esta relacionado com a inativagcdo do canal (Chanda e
Bezanilla, 2002). Além das subunidades a, existem polipeptidios auxiliares que sao
multifuncionais e sao designadas subunidades B (Sharkey e cols.,1984). Elas modulam as
propriedades biofisicas das subunidades a (Patton e cols., 1994), regulam o nivel da
expressao deste canal na membrana plasmatica; funcionam como molécula para adesao
de células, permitindo interagées com a matriz extracelular; estdo envolvidas na regulagéo
da migragao e agregagéao celular; além de interagir com o citoesqueleto (Isom, 2002). A
modulacdo nas subunidades a pelas subunidades B é manifestada de diversas formas,
como por exemplo, na cinética e na dependéncia de voltagem da ativagao e inativagéo
(Patton e cols., 1994).
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Figura 2. Representagcao esquematica de um unico canal para sédio. Estruturas
primarias das subunidades dos canais iénicos ativados por voltagem. ME representa o

meio extracelular e MI, o meio Intracelular. Os cilindros representam os segmentos a-



helicoidais. As linhas cheias representam as cadeias polipeptidicas de cada subunidade
com um tamanho aproximadamente proporcional para o numero de residuos de
aminoacidos nos subtipos de canais para sodio cerebrais. Figura baseada em dados de
Vacher e cols., 2008.

Um aumento na condutdncia ao Na® promovido pela abertura de alguns canais
para este ion deflagra uma despolarizagédo, e isso aumenta a probabilidade de outros
canais se abrirem. Devido a este ciclo, uma despolarizacdo modesta pode desencadear
uma despolarizagao progressivamente maior, deflagrando um potencial de agdo. Devido
ao fendbmeno da inativagdo, a condutividade dos canais para sodio durante um potencial
de acao é transitéria. Na inativacdo, por¢cdes citoplasmaticas do canal ocluem o seu poro
resultando em estado ndo condutor, o que permite que se estabeleca a fase de
repolarizagao da membrana (Hille, 2001) e, conseqlientemente, o seu retorno ao potencial
de repouso (Anderson e cols., 2005). O estado inativado € distinto do estado fechado, e a
volta para o estado fechado acontece a medida que a inativagdo é removida. Dessa
forma, a inativagao contribui para o periodo refratario (intervalo de tempo imediatamente
apos um potencial de agéo no qual um neurdnio é menos excitavel), e assim determina a
freqiéncia maxima do potencial de acdo (Ledo e cols., 2005). Como as informagdes no
sistema nervoso sao codificadas pela freqiéncia de potenciais de acdo, a cinética e a
dependéncia de voltagem da inativagdo sdo parametros importantes para entender as

fungdes fisioldgicas e patologicas dos canais para sodio dependentes de voltagem.

1.4 lons calcio

O Ca* desempenha um importante papel na regulacdo de uma grande variedade
de processos neuronais. Os neurbnios utilizam fontes extra e intracelular deste ion. O
influxo de Ca®" através dos canais operados por voltagem desencadeia a liberacdo de
neurotransmissores (Katz, 1969). Tal influxo leva a formagdo dos microdominios de Ca®*
que se localizam, preferencialmente, nas zonas ativas dos terminais pré-sinapticos, em
correspondéncia com os aglomerados de vesiculas sinapticas (Llinas e cols., 1995). A
exocitose requer alta concentracao de calcio, a qual sobe de seu nivel basal de 100 nm
para acima de 200 pM. Esse aumento na concentragdo de Ca®' ocorre apenas nas
proximidades dos canais, gerando microdominios que seriam aumentos transientes da

concentragao deste ion (Heidelberger e cols., 1994; Llinas e cols., 1992).



Os canais para Ca?' sdao membros de uma super familia de canais catidnicos
sensiveis a voltagem e sdo compostos por 4 ou 5 diferentes subunidades: a4, B1,02-0 e y.
A subunidade a; € a maior das subunidades com peso molecular de 190-250 kDa. Ela
incorpora o poro condutor, o sensor de voltagem, o aparato de gating e os sitios de
regulacdo do canal por segundo mensageiro, drogas e toxinas. A subunidade a; é
estruturalmente organizada em quatro dominios homdlogos (dominio I-IV), cada um
contendo trés segmentos transmembrana (S1-S6). O segmento S4 serve como sensor de
voltagem. A algca do poro entre o segmento S5 e S6 de cada dominio determina
condutancia ibnica e a seletividade. Assim, mudancas em trés aminoacidos na al¢a do
poro entre os dominios I, Ill e IV convertem um canal seletivo a Na+ para um canal
seletivo a Ca2+ (Herlitze, 2003; Klugbauer e cols., 2003).
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Figura 3: Representacdo esquematica de canal para calcio. A composicdo das

subunidades e estruturas de canais para calcio ativados por voltagem é ilustrada em A.
(B) As hélices sao representadas pelos cilindros. As linhas cheias correspondem aos
segmentos de polipeptidios. Os sensores de voltagem séo representados pelos cilindros
amarelos e o poro formador do canal em verde. A seta indica o sitio de interagao das
proteinas SNARES na superficie intracelular da unidade a do canal. Figura baseada em
Catterall e Few, 2008.

As correntes de Ca®* em neurénios sao divididas em: corrente ativada por grandes
despolarizacbes e corrente ativada por baixas despolarizacbes. Os canais sao
classificados em varios subtipos. Os canais Ca,1 (Ca,1.1 a Ca,1.4) conduzem correntes
do tipo L. Canais do tipo Ca,2 (Ca,2.1 a Ca,2.3) conduzem correntes do tipo P/Q, N e R.
Ca,3 (Ca 3.1 a Ca,3.2) conduzem correntes do tipo T. As correntes L, P/Q, N e R séo

ativadas por grande despolarizagdo e a corrente T por baixa despolarizagdo (Vacher e



cols., 2008).

1.5 Cetamina

Este anestésico intravenoso foi sintetizado em 1963 por Stevens e utilizado pela
primeira vez como mistura racémica em humanos em 1965 (Craven, 2007; Kohrs e
Durieux, 1998). Naquela época, a intengao era criar uma substancia que substituisse a
fenciclidina e que fosse capaz de induzir analgesia, amnésia, perda de consciéncia e
imobilidade. Os resultados nao foram exatamente os esperados. O anestésico provocou
diversos efeitos psicomiméticos e, em virtude disso, ndo conseguiu ampla aceitacao
clinica. Entretanto, os efeitos analgésicos manifestaram-se atrativos. Com a introducao de
outros anestésicos o uso da cetamina foi rapidamente diminuido. Em 1992, a Food and
Drug Administration iniciou a separagdo dos isbmeros abrindo novos horizontes
terapéuticos. A S(+) cetamina foi considerada 3-4 vezes mais potente que o isbmero
levégiro para alivio da dor e apresenta menor incidéncia de efeitos psicomiméticos do que
a mistura racémica. Estes resultados motivaram a retomada do interesse pelo estudo
deste farmaco (Kohrs R, Durieux ME, 1998).

A cetamina é utilizada em indugdo de anestesia em pacientes com choque
hemodindmico, crise asmatica e como sedativa em pacientes ndo cooperativos,
suplemento da anestesia local, sedacéo de pacientes com cuidados intensivos, analgesia
em pacientes queimados, procedimentos odontolégicos e em anestesia veterinaria (Kohrs
e Durieux, 1998; Haas e Harper, 1992; Lamont, 2008). Doses sub-anestésicas sao
utilizadas na terapia de dor pds operatéria e dor crénica (Craven, 2007). Também tem sido
utilizada, em pesquisas laboratoriais, como modelo para induzir esquizofrenia em animais
(Becker e cols., 2003). Além do uso terapéutico, a droga tem sido utilizada, ilicitamente,

por jovens produzindo efeito alucinégeno.

O mecanismo de acdo da cetamina é complexo. Este anestésico interage com
multiplos sitios de interagéo incluindo receptores glutamatérgicos NMDA e ndo NMDA,
receptores colinérgicos nicotinicos e muscarinicos, receptores monoaminérgicos e
opidides. Além disso, parece bloquear canais ibnicos para sédio e calcio do tipo L
provocando modesto efeito anestésico local e vasodilatacdo cerebral, respectivamente
(Kohrs R, Durieux ME, 1998).

A administracdo de cetamina em humanos promove o bloqueio ndo- competitivo de
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receptores glutamatérgicos ionotropicos do tipo NMDA (Haas e Harper, 1992). No corno
dorsal da medula, o bloqueio destes receptores inibe a hiperatividade de neurbnios
secundaria a ativagdo prolongada de neurbnios aferentes primarios e inibe o
comportamento nociceptivo induzido por lesbes nos tecidos periféricos ou nervos
(Dickenson, 1997). A administragdo intravenosa do anestésico potencializa o efeito de
drogas bloqueadoras neuromusculares de maneira dose-dependente, possivelmente
interagindo com receptores colinérgicos (Hass, 1992; Tsai, 1989, Maleque e cols.,1981). A
S(+) cetamina mostra duas vezes maior afinidade por receptores muscarinicos que a S(-).
Por outro lado, a afinidade pelos receptores muscarinicos é 10-20 vezes menor que pelos
receptores NMDA (Kohrs R, Durieux ME, 1998).

Em relacdo a liberagdo de neurotransmissores sabe-se que a cetamina (6,9 uM)
reduz a liberagdo de acido gama-aminobutirico (GABA) evocada por pilocarpina em fatias
de striatum de ratos utilizando-se HPLC para a quantificagdo de GABA liberado (Grasshoff
e cols., 2005). Em estudos com sinaptosomas cerebrais, cetamina (100 yM) inibiu a
liberagdo de GABA evocada por veratridina (10 uM). Em concentragées maiores que 500
MM bloqueou modestamente o efluxo de GABA evocado por altas concentragdes de KCI
(Erecinska e cols., 1988). O anestésico também previne a secreg¢do de catecolaminas
induzida por agonistas nicotinicos em cultura de células adrenais bovinas (Purifoy e Holz,
1984). Por outro lado, em concentragdes anestésicas (5-30 uM) a cetamina nao afetou a
liberagdo basal de [*H]norepinefrina, a liberacdo estimulada por KCI (15-20 mM) ou 4-AP

(0,5 mM) em sinaptosomas de coértex cerebral de ratos (Pashkov e Hemmings, 2002).

Em 1978, Amaki e cols. demonstraram, utilizando hemi-diafragmas de ratos, que a
cetamina (10ug/ mL) diminuiu em 30% a liberagdo pré-sinaptica de acetilcolina.
Entretanto, ndo puderam definir se o efeito inibitério era na sintese ou liberacdo do
neurotransmissor. Em 1979, Torda e Murphy observaram que em jun¢do neuromuscular
de camundongos, concentragcdes baixas de cetamina (3,6 pmol/litro) aumentam o
conteudo quéantico e o potencial evocado de placa motora. Por outro lado, na mesma
preparagdo, cetamina em altas concentragbes (116 pmol/litro), causou redugédo do

conteudo quantico.

A cetamina pode atuar também em canais ibnicos. A cetamina bloqueou canais
para sodio operados por voltagem em neurbnios e em células de musculo esquelético
(Haeseler e cols., 2003). Além desse dado o anestésico inibiu a condutancia do sédio em

canais para soédio em neuroblastomas (Reckiegel e cols., 2002). Foram observados,
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também, efeitos em canais ibnicos pods-sinapticos. De fato, investigou-se a acado da
cetamina em canais para sodio e potassio em neurbnios do corno dorsal da medula de
ratos. O anestésico determinou o bloqueio dos canais para sédio com ICsy de 128 uM.
(Schnoebel e cols., 2005). Corroborando com estes achados, estudos relacionados ao
efeito da cetamina em canais ibnicos tém demonstrado que este anestésico bloqueia
canais para sodio nos sistemas nervoso central e periférico (Seeler e cols., 1996),
bloqueia canais para potassio (Brau e cols., 1997) e canais para célcio sensiveis a

voltagem (Hirota e Lambert 1996).

O mecanismo pelos quais o0s anestésicos gerais atuam ainda nao esta
completamente elucidado. Estes farmacos podem alterar a neurotransmisséo atuando em
alvos pré - e pds-sinapticos. A compreensao dos mecanismos de agao poés-sinapticos da
cetamina em receptores e canais idnicos é bem caracterizado. Entretanto, as informagdes
sobre as acdes pré-sinapticas da cetamina sao bastante escassas. Assim, no presente
trabalho, investigamos os efeitos da cetamina na liberacdo de glutamato, exocitose de
vesiculas sinapticas e, concentragdo intracelular de Na* e Ca* em sinaptosomas cérebro-
corticais de ratos com o objetivo de identificar efeitos pré-sinapticos da cetamina que

possam contribuir para sua agao anestésica no SNC.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos pré-sinapticos do anestésico cetamina em doses anestésica,
sub-anestésica e supra-anestésica nos terminais nervosos cérebro-corticais de ratos

(sinaptosomas).

2.2 Objetivos especificos

e Investigar o efeito da cetamina nos niveis basais de Na® interno sinaptosomal e

mediante estimulacao com veratridina.

¢ Investigar o efeito da cetamina na concentragao basal de Ca? intrasinaptosomal e

mediante estimulo de veratridina e KCI.

e Investigar o efeito da cetamina na exocitose espontanea de vesiculas sinapticas e

na exocitose de vesiculas sinapticas evocada por veratridina e KCI.

e Investigar o efeito da cetamina na liberagdo basal de glutamato e induzida por

veratridina e KCI.
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3 Material e Método

3.1 Equipamentos

- Banho-maria regulado na temperatura de 35°C
Modelo: 1050/270 da Biomatic

- Homogeneizador
Modelo: Glass Col 099C

- Bomba peristaltica
Modelo 7533-80 — Cole Parmer

- Centrifuga refrigerada
Modelo: HIMAC CR 21E da HITACHI KOKI CO, LTDA, Japéao.

- Microcentrifuga refrigerada
Modelo 5415R, Eppendorf.

- Espectrofluorofotémetro
Modelo RF-5301 PC. Shimadzu.

-Balanca eletrénica de precisdo milesimal
OHAUS modelo A560

3.2 Solugoes

-Solucgao Gradiente
Composicao: Sacarose 0,32M, EDTA 1,0 mM, DTT (ditiotreitol) 0,25 mM. O pH final
foi ajustado para 7,4 com solugédo de NaOH 0,1N.

- Solucao Krebs-Ringer-Hepes (KRH)
Composicao: NaCl 124mM, KCI 4mM, MgSO4 1,2mM, HEPES 25mM, Glicose 10
mM. O pH final foi ajustado para 7,4 com solugao de NaOH 5M.

- Solucao Krebs-Ringer-Hepes (KRH) Colina
Composicao: Cloreto de colina 124mM, KCI 4mM, MgSO4 1,2mM, HEPES 25mM,

Glicose 10 mM. O pH final foi ajustado para 7,4 com solugao Trizma base 1mM.

- Solugoées Percoll
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Composigao: 3, 10, 15, 23% (v/v) de Percoll ® diluidos em solucéo de sacarose.

- Solugdo KRH-albumina 1mg/mL
Composicao: Albumina sérica bovina 1mg/ml diluida em solugdo KRH.

3.3 Drogas e Reagentes:

- NaCl, KCI, MgSO,4, KH,PO,4, CaCl,, HEPES, glicose, DMSO, I-glutamina, Pluronic,
Tetrodotoxina, Veratridina, Cloreto de Colina, Fura-2 acetoximetil éster (AM), sacarose,
Percoll ® (solugdo em silica coloidal), SDS (dodecil sulfato de sodio), EGTA (etileno-bis-B-
aminoetil éster), gramicidim D, Glutamato desidrogenase tipo Il — GDH - (EC 1.4.1.3),
NADP (a-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), foram adquiridos da Sigma
Chemical Co., (Mo, USA). SBFI-AM e FM2-10 foram adquiridos da Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, USA. Ketamin-S(+)(cloridrato de S(+) cetamina), 50 mg/ml, solugao injetavel
- 10 ml, Lab. Cristalia.

3.4 Animais

Os procedimentos foram realizados conforme o Comité Etico de uso de animais de
experimentagcao (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais. Todos os esforgos
foram feitos para minimizar o numero de cobaias, sendo utilizado um animal por
experimento. Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 180-200 gramas,
tratados sob ciclo 14/10h luz/noite, alimentagdo e agua livre, fornecidos pelo CEBIO —
ICB/UFMG.

3.5 Modelo experimental — Sinaptosomas

O uso de sinaptosomas € um excelente modelo para o estudo de mecanismos
moleculares pré-sinapticos (Dunkley, 1986) e, que tem sido utilizada desde a década de
60 para investigacao da fungao pré-sinaptica (De Robertis e cols., 1962; Gray e Whittaker,
1962). Trata-se de terminais nervosos isolados, que apresentam diametro entre 0.5-1 um,
contendo uma ou mais mitocéndrias pequenas, vesiculas sinapticas elétron-lucidas de 50
nm de didmetro e, em alguns casos, membrana pdés-sinaptica aderida. O sinaptosoma do
SNC de mamiferos pode ser extraido de regides cerebrais como cértex e hipocampo por

apresentarem divisbes anatdmicas em camadas de forma clara.

O terminal sinaptico in situ pode funcionar independente do corpo celular exceto
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pela substituicido de proteinas e de componentes de membrana via processo de
transporte axonal. Estes terminais representam um sistema simplificado que comporta a
maquinaria para recaptar, sintetizar, estocar e liberar neurotransmissores. Por este
motivo, esta preparacao € capaz de permanecer viavel por até 6 horas sem perder a
capacidade de manter seus niveis de ATP, gradientes ibnicos e a liberacdo de
neurotransmissores. Nos experimentos deste trabalho, eles foram utilizados até, no

maximo, 4 horas apds a preparacao.

As preparagdes neuronais sao heterogéneas no que se refere ao tipo de
neurotransmissor contido nas vesiculas. Entretanto, ¢é possivel maximizar o
neurotransmissor de interesse, escolhendo areas cerebrais especificas que contenham
maior concentracdo do neurotransmissor. Por outro lado, ndo é possivel separar
subpopulacdées de sinaptosomas com neurotransmissor especifico baseado em

diferengas fisicas como tamanho ou densidade (Nicholls,1994)

3.5.1 Preparacao do sinaptosoma

Os animais eram decaptados com o uso de guilhotina. O cérebro era removido
rapidamente e transferido para o meio contendo solugao gradiente mantido no gelo. Apds
o isolamento dos hemisférios cerebrais, estes eram dissecados individualmente sobre
placa de Petri contendo papel de filtro embebido com solugdo gradiente. O cértex era
dissecado e todo o cuidado foi tomado durante remogao de principalmente mielina,
porque em experimentos de exocitose, retém grandes quantidades do corante FM2-10,
resultando em alta fluorescéncia no controle e, portanto sinal muito ruidoso (Marks e
McMahon, 1998).

O cortex dissecado era transferido para tubo Potter-Elvehjen contendo 8 mL de
solucao gradiente. O tecido era, entdo, homogeneizado com pistilo de teflon acoplado ao
homogeneizador Glass Col modelo 099C fazendo-se 14 movimentos de homogeneizacao.
Nesta cuidadosa homogeneizacdo, a terminacao pré-sinaptica € rompida dos processos
axonais. Posteriormente, essa membrana do terminal pré-sinaptico sofre um selamento

formando uma vesicula.

Em seguida o homogenato era centrifugado a 1000 g a 4°C por 10 min. O
sobrenadante desta primeira centrifugacdo era coletado e aplicado em um gradiente

descontinuo de Percoll® (23, 15, 10 e 3% v/v em solugdo gradiente) como previamente
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descrito (Dunkley e cols., 1986) e submetido a centrifugagéo a 37000 g a 4°C, por 15 min.
O Percoll € um meio usado para o fracionamento de células e organelas subcelulares de
uma variedade de tecidos. A maior vantagem deste meio é sua alta viscosidade que
permite sedimentagdo mais rapida e o uso de baixas for¢gas para centrifugagdo. Outra
vantagem, é que a isotonicidade, encontrada no método baseado em sacarose, € mantida
(Dunkley e cols., 1986).

As fracbes P3 e P4 (que constituem os sinaptosomas) eram recolhidas em
conjunto e submetidas a outra centrifugagdo a 37000 g a 4°C, por 20 min, agora em
solucdo KRH sem calcio (ver Solugbes) para a retirada do excesso de Percoll® e
precipitacdo dos sinaptosomas. O precipitado (fragdo sinaptosomal purificada) era
ressuspendido e aliquotado em volumes que variaram conforme o tipo de experimento

realizado seja exocitose, captacdo de Ca** ou Na* e liberagdo de glutamato.

Em todos os experimentos, as aliquotas eram transferidas para tubos conicos de
micro-centrifuga e mantidas no gelo até a realizacdo dos experimentos. Amostras de
aproximadamente 50 uL eram reservadas e congeladas a -20°C para posterior dosagem

de proteinas segundo método de Bradford (Bradford e cols., 1976).

3.6 Estimulos despolarizantes:

3.6.1 Veratridina

A veratridina é uma toxina lipossoluvel que tem como alvo canais para sodio. Ela
liga-se preferencialmente ao canal para sodio no seu estado ativado, no sitio 2 do mesmo,
causando persistente ativagao deste através de um mecanismo alostérico que leva ao
bloqueio da inativagdo e, mudanga da dependéncia de voltagem do canal para um
potencial de membrana mais negativo. A veratridina mantém estes canais para sodio
voltagem dependentes ativados, o que leva ao influxo deste ion e consequente
despolarizagdo do terminal nervoso e influxo de Ca®" através de canais para calcio
voltagem dependente. Estes efeitos podem ser inibidos por tetrodotoxina (TTX), um

bloqueador do canal para sodio voltagem dependente (Catteral ,1980; Hille e cols., 1987).

3.6.2 KCI

A despolarizagdo por KCI induz o influxo de Ca®* através dos canais para calcio
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dependentes de voltagem aumentando a concentragdo intracelular de Ca?* ([Ca?'];). Esta
pode estar aumentada através do influxo deste ion como também pela liberacdo de Ca?*
de estoques internos, inibicao do efluxo ou sequiestro do mesmo. Os antagonistas de

canais para calcio voltagem dependentes induzem a diminuigdo no aumento da [Ca®);

secundaria a despolarizacao provocada pelo KCI devido a inibicdo do influxo de ca®

através destes canais (Kobayashi e cols., 1992).
3.7 Exocitose

3.7.1 Uso de FM2-10 para o estudo da exocitose de vesiculas sinapticas

Com o desenvolvimento dos marcadores “FM”, tornou-se possivel o estudo de
varios aspectos da transmissao sinaptica. Marcadores FM sdo comumente usados como
indicadores da exocitose e, em associacdo com outras técnicas tais como indicadores
fluorescentes de Ca®" e técnicas eletrofisioldgicas, ajudam a elucidar os mecanismos da
homeostase pré-sinaptica de Ca?* (Cochilla e cols., 1999). Esses marcadores foram
inicialmente desenvolvidos para serem sensores de potencial de membrana, mas com o
passar do tempo, foram se tornando ferramentas Uteis no estudo da transmissao sinaptica
e da reciclagem de vesiculas sinapticas. A grande utilidade dos FM’s reside na
observagcdo de que essas moléculas se ligam reversivelmente a membranas e,
principalmente, por emitir fluorescéncia consideravelmente maior quando ligadas do que
quando desligadas das membranas (Betz e cols.,1996). Moléculas FM tém carater
anfipatico e consistem em uma cauda lipofilica ligada (via uma ou multiplas ligagoes

duplas) a uma cabega positivamente carregada (figura 4.).

FM2-10

s\ Iﬂ 4 NECHY,

(Et);N*(C th'\:/

Figura 4: Estrutura quimica da molécula FM2-10: Moléculas anfipaticas nas quais uma
cauda lipofilica esta ligada a uma cabega carregada positivamente via ligagdes duplas. A
cabeca carregada positivamente impede o marcador de atravessar livremente as
membranas celulares, mantendo-o preso no interior de endossomas ou vesiculas. Por sua

vez, o comprimento da cauda lipofilica determina a afinidade da molécula por membranas.

18



Marcadores com uma longa cauda lipofilica marcam membranas com uma maior
afinidade do que marcadores com cauda curta. Finalmente, o numero de duplas liga¢des
unindo a cabeca a cauda determina as propriedades espectrais da sonda (retirado de
Brumback e cols., 2004).

3.7.2 Ensaio para exocitose de vesiculas sinapticas

Os experimentos de exocitose foram realizados de acordo com metodologia
descrita por de De Castro Junior e cols., 2008. Os sinaptosomas (aliquotas de 500uL
contendo aproximadamente 1mg/ml de proteina sinaptosomal) foram diluidos para 1mL
com solugcdo KRH e transferidos para uma cubeta de fluorimetro contendo um agitador
magnético. Foi adicionado FM2-10 50uM (solugao estoque a 25 mM) as aliquotas e CaCl,
5mM (solugdo estoque a 1M). Estas eram incubadas a 37°C sob agitagéo e ao abrigo da
luz, por 3 minutos, para a marcagao dos sinaptosomas com o FM2-10. Foi adicionado KCI
30mM (solucéo estoque a 3M) para estimular a captagdo do marcador. Apds 45 seg o
material foi transferido para tubo tipo eppendorf e centrifugado a 10000 rpm por 15 seg. O
sobrenadante era descartado e depois ressuspendido com 1mL de solugdo KRH contendo
albumina bovina 1mg/mL, sendo novamente centrifugado a 10000 rpm por 15seg. A
albumina bovina contribui para a lavagem do excesso de FM2-10 que ficou ligado na
membrana externa do sinaptosoma e que néao foi internalizado apds estimulo com KCI
30mM. O sobrenadante era descartado e novamente ressuspendido com 1 mL de KRH-
albumina e centrifugado a 10000 rpm por 15seg em um total de 3 lavagens. Apds
desprezar o sobrenadante, os sinaptosomas eram ressuspendidos com 2 mL de solugao
KRH sem albumina e incubados durante 15 min em banho a 35°C e, posteriormente,
transferidos para a cubeta de fluorimetro contendo agitador magnético. Iniciou-se a leitura
no espectrofluorimetro com a excitagdo ajustada em um comprimento de onda de 488 nm

e a emissdo em 570 nm. A taxa de aquisi¢ao foi de 1 ponto por seg.

Durante a coleta de dados no espectrofluorimetro foram adicionados reagentes na

seguinte sequéncia:

Inicio 0s.
Estimulo Cetamina , KCI ou Veratridina 200 s
Término do registro 500 s

Inicialmente, a cetamina foi utilizada como estimulo. Nos experimentos com KCI ou
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veratridina os sinaptosomas eram pré-incubados com o anestésico durante 15 min antes
da leitura no espectrofluorimetro.
A analise dos dados consistiu na normalizacdo dos valores e subtracdo da

fluorescéncia final da fluorescéncia inicial.

Figura 5: Monitoramento do ciclo de vesiculas sinapticas por FM2-10. (A) Marcacao
da membrana do terminal pré-sinaptico com o FM2-10 adicionado ao meio externo. A
membrana recebeu um estimulo despolarizante na presenga do FM2-10. (B) Trés
centrifugacdes (lavagens) sao realizadas para remover as moléculas de FM que néo
foram internalizadas. (C) Um segundo ciclo de exocitose induzido por estimulo
despolarizante resulta na liberacdo da sonda que foi internalizada durante a endocitose.
(Basic Neurochemistry, seventh edition. Edited by Siegel e cols., 2006).

3.8 Liberagao de glutamato

3.8.1 Método espectrofluorimétrico para dosagem da liberagao continua
de glutamato

Este procedimento baseia-se na reacdo quimica que envolve GDH, NADP+,
NADPH e glutamato. O glutamato que é liberado pelos sinaptosomas de cortex de ratos
sofre oxidacao pela enzima GDH. O NADP+ é o aceptor do elétron desprendido que ao
ser excitado por luz em comprimento de onda de 360 nm, emite luz no comprimento de
onda de 450 nm, que é detectada por um fotomultiplicador no espectrofluorimetro. Dessa
maneira pode-se quantificar o neurotransmissor excitatorio liberado pela preparacao de

sinaptosomas (Nicholls e cols., 1987; Romano-Silva e cols., 1993).

A reacéo, descrita abaixo, pode ocorrer tanto para a formacéao de a-cetoglutarato
ou L-glutamato,dessa forma um excesso de NADP+ favorece o sentido da reacéo para a

formacéao de a-cetoglutarato.

GDH
L- Glutamato + NADP + H20 — NADPH + a-cetoglutarato + NH2

Equacgao 1. Oxidacado do glutamato pela GDH em presengca de NADP+ e agua,
para a formagdo de NADPH e a-cetoglutarato. A reacao é reversivel, podendo ocorrer a
formacéao de a-cetoglutarato e L-glutamato.
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3.8.2 Ensaio para a liberagao de glutamato

Os experimentos de medida da liberagao de glutamato foram realizados de acordo
com a metodologia descrita por Romano-Silva e cols., 1993. Os sinaptosomas de cértex
cerebral de rato (aliquotas de 200uL contendo aproximadamente 1,5 mg/ml de proteina
sinaptosomal) foram incubados durante 30 min. Apds este periodo fora diluidos para
1,5mL com KRH sem calcio e mantidos por mais 30 minutos em incubac&o. Ao término
da incubacdo os tubos foram centrifugados a 15000 g a temperatura ambiente, o
sobrenadante desprezado e os sinaptosomas ressuspendidos em 2,0ml de KRH sem
calcio numa cubeta de plastico descartavel e levada ao espectrofluorimetro. Neste, a
temperatura foi mantida 37°C e agitagdao com barra magnética. A adicao dos reagentes

para o registro de dados no espectrofluorimetro ocorreu na seguinte ordem:

Inicio 0s.
CaCl, 1 mM 30s
NADP 1 mM 9N0s
GDH 5 U/uL 150 s
Cetamina, KCI ou Veratridina 200 s
Padréo de Glutamato 5 nmol 800 s
Término do registro 900 s

A ordem dos experimentos para o estudo da liberagéo de glutamato iniciava
com cetamina como estimulo. Nos experimentos com KCI 30mM ou veratridina 10uM o

anestésico era adicionado a suspensao sinaptosomal nos ultimos 15 min de incubacéo.

3.9 Ca* interno sinaptosomal

3.9.1 Uso do FURA-AM para o estudo da concentragao de calcio intrasinaptosomal

A sonda FURA 2-AM (forma acetoximetilester) € um importante indicador de Ca®* e
tem contribuido para significativos avangos no estudo do papel do mesmo em diversos
tipos celulares (Nakamura e cols.,1996). A sonda atravessa a membrana plasmatica,
sendo posteriormente desesterificada no citosol por esterases especificas. Esta sonda é
seletiva para o Ca?', sendo que a sua ligacdo altera o espectro de excitacdo em
aproximadamente 30nm de modo que a intensidade obtida na faixa de excitagao de 340 e

380nm permite a medida da [Ca?];
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3.9.2 Medida do Ca2+ interno sinaptosomal

Os experimentos de medidas de Ca2+ intrasinaptosomal foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Romano-Silva e cols., 1993. Os sinaptosomas
foram diluidos e aliquotados (200uL), sendo que Fura2-AM (solugdo estoque a TmM em
DMSO) foi adicionado a suspensdo sinaptosomal em uma concentragéo final de 5 uM,
incubada a 37°C por 30 min e em seguida diluida para 1200uL, seguida por mais 30 min
de incubacdo. Apds a incubacéo, a preparagao foi centrifugada a 10000 rpm durante 30
segundos para a retirada do excesso de FURA2-AM n&o incorporado aos sinaptosomas.
O precipitado foi ressuspendido em 2mL de KRH sem Ca2+ e a preparacgao transferida
para a cubeta fluorimétrica plastica descartavel e levada ao espectrofluorimetro com
agitacdo e temperatura controlada. Em seguida, foram adicionadas as seguintes

substancias nos respectivos intervalos de tempo:

Inicio 0s.
CaCl, 1 mM 30s
Estimulo Cetamina, KCI ou Veratridina 360 s
SDS (10%) 20 pL 510s
EGTA 4 mM 570 s

Término do registro 640 s

A emisséao de fluorescéncia foi detectada a 510 nm usando como faixa de excitagéao
média 340/380 nm sob temperatura controlada a 37°C e sob constante agitagdo. A
calibracao do sinal de fluorescéncia era feita pela adicdo de SDS 10% para fluorescéncia
maxima e EGTA 10 mM para fluorescéncia minima. A concentragcdo em nanomolar de
calcio era calculada através da formula: C = Kd*[(R-Rmin)/(Rmax-R)]*Sf2/Sb2 (Grynkiewicz
e cols., 1985).

A cetamina foi utilizada como estimulo nas concentracdes de 1 uM, 30 uM e 500
MM. Nos demais experimentos, os sinaptosomas eram incubados durante 15 min com

cetamina e o estimulo despolarizante utilizado era o KCI 30mM ou veratridina 10 pM.

3.10 Na+ interno sinaptosomal

3.10.1 Uso do SBFI-AM para o estudo dos niveis de Na* interno sinaptosomal

O influxo de Na* pode ser determinado pelo uso de indicadores fluorescentes deste
ion (Deri e Adam-Vizi, 1993). O SBFI-AM (sodium-binding benzofuran isophthalate) € um

22



indicador de Na* permeavel a membrana sinaptosomal. A sonda deve ser excitada em

330/370 nm e a fluorescéncia emitida é coletada em 500 nm.

3.10.2 Ensaio para mensuragao do Na' interno sinaptosomal

Os experimentos de mensuracdo do Na® intrasinaptosomal foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Massensini e cols., 1998. Os sinaptosomas
obtidos foram ressuspendidos em KRH-colina sem calcio (para se manter o equilibrio
ibnico NaCl foi substituido por cloreto de colina em concentragdo equimolar) e divididos
em seis tubos com 200uL cada uma. Estes pontos foram incubados a 35°C com a sonda
SBFI-AM (10uM) juntamente com Pluronic® (concentragao final 1%) a 1:1(v/v). Apos 30
minutos de incubacido os sinaptosomas foram diluidos para 1,5mL de KRH-colina e
continuaram em incubagao por mais 30 min. Os sinaptosomas foram centrifugados a
15000 g por 15 s e ressuspendidos em 2mL de KRH sem calcio em cubeta fluorimétrica
plastica descartavel. O ponto era levado ao fluorimetro com agitacao e temperatura 37°C
constantes. Em cada cubeta foram adicionados as seguintes substancias nos respectivos

intervalos de tempo:

Inicio 0s.
CaCly 1 mM 30s
Estimulo Cetamina ou Veratridina 180 s
Gramicidina D 2mM 510s
Término do registro 630 s

Para a calibracdo da fluorescéncia do sinal foi adicionado Gramicidina D, um
ionéforo de sodio, com o objetivo de atingir o equilibrio entre a concentragdo do sédio
interno e externo e consequente saturagao do SBFI-AM.

O tratamento com o anestésico era realizado nos ultimos 15 min de incubagao e
apos a centrifugacdo o anestésico era novamente aplicado a solugdo sinaptosomal no

inicio da leitura no espectrofluorimetro.

3.11 Analise estatistica dos resultados

Os experimentos foram realizados em dias independentes e repetidos no minimo
trés vezes. Os resultados foram analisados por analise de variancia pelo programa Graph
Pad Prism versao 4.0, por ANOVA de uma via, apds constatacdo que as variancias entre

grupos diferiam significativamente, foi feito teste Newman Keuls para comparagao entre
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grupos, considerando diferencas entre grupos estatisticamente significativas para valores
de p < 0,05.
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4 Resultados

4.1 Efeito da cetamina no Na+ intrasinaptosomal

A transmissao sinaptica inicia-se com a geracao do potencial de agdo no axénio do
neurdnio pré-sinaptico que envolve mudancas nas concentracbes Na® e K'. Esse
potencial se propaga ao longo do terminal e promove a abertura de canais para calcio
regulados por voltagem. O aumento transiente da concentracédo de Ca?" intracelular induz
a exocitose de vesiculas sinapticas com consequente liberacdo do neurotransmissor na
fenda sinaptica. Todo esse processo que envolve a liberacao do neurotransmissor pode
ser um alvo de acdo dos anestésicos como a cetamina. Assim, nesta série de
experimentos avaliamos o efeito da cetamina na concentracéo intrasinaptosomal de Na".
Inicialmente, foi avaliado o efeito isolado da cetamina nos niveis intrasinaptosomal de Na*
e, posteriormente o efeito deste agente na concentragéo intrasinatosomal de Na* evocada

pela veratridina

Os sinaptosomas foram incubados durante 60 min a 35°C com a sonda SBFI-AM
em KRH modificado. Durante a leitura de fluorescéncia no espectrofluorimetro a
suspenséo sinaptosomal foi incubada com cetamina 1 uM, 30 uM e 500 uM. A tabela 1 e a
figura 6 (A e B) demonstram que a cetamina néo alterou os niveis de Na* interno quando
comparado com o valor basal do Na* interno sinaptosomal, sugerindo que este agente

nao interfere na concentracdo basal intrasinaptosomal de Na* pré-sinaptico.

Em sequéncia foi avaliado o efeito da cetamina na presencga de veratridina. Assim,
nestes experimentos os sinaptosomas foram incubados durante 60 min a 35°C com a
sonda SBFI-AM em KRH modificado na auséncia ou presenca de cetamina 1 uM, 30 uM e
500 pM. Apos 180s de leitura no espectrofluorimetro a suspensao sinaptosomal foi
estimulada com veratridina (10 uM). Observou-se que o alcaldide foi capaz de induzir um
aumento significativo na concentragdo de Na® interno nos sinaptosomas de cortex
cerebral de ratos (Tabela 2, figura 7 A e B; p<0,05 comparado com o basal). Esse efeito foi
completamente bloqueado quando os sinaptosomas foram pré-incubados com TTX
(Tabela 2, Figura 7A e B). Concentragdes de 1 yM e 30 yM nao inibiram o efeito da
veratridina. Entretanto, cetamina (500 uM) inibiu em 3,4 vezes o aumento dos niveis de

Na® evocado pela veratridina 10 uM (figura 7 B). Esses resultados sugerem que, em
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concentragbes supra-anestésicas, a cetamina inibe o aumento de Na® induzido pela

veratridina em sinaptosomas cérebro-corticais de rato.
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Tabela 1 - Fluorescéncia do SBFI mediante estimulo com cetamina. Os resultados

representam a médiazEPM de pelo menos 3 experimentos.

Basal cetamina 1 yM  cetamina 30 yM  cetamina 500 uM
Fluotestoncia ,24:0,04  0,21£0,01 0,19+0,04 0,13£0,02
A
1.5-
o — basal
= —— cetamina 1uM
£ 1.0- —— cetamina 30uM
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Figura 6 - Efeito da cetamina sobre o sédio interno sinaptosomal. Os sinaptosomas
foram incubados com a sonda SBFI (10uM). Cetamina 1 yM, 30 uM e 500 yM foram
adicionados a suspensao sinaptosomal.
fluorescéncia da sonda SBFI, obtida apds a aplicagcdo dos estimulos de acordo com a
legenda. (B) mostra AFluorescéncia do SBFI. As barras e as curvas correspondem as
meédias de pelo menos trés experimentos independentes.

mostra as curvas do aumento da
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Tabela 2 - Fluorescéncia do SBFI mediante estimulacdo com Veratridina 10uM na

presenca de cetamina. Os resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3

experimentos.
VR+cetamina VR+cetamina VR+cetamina
Basal VR 1uM 30uM 500uM VR+TTX
F'“Orse;‘F"f”Cia 0,24+0.04 1.23+0,09 1,2440,03 1,1240,06 0.360.02 0,170,01
A
© — basal
g —VR
e — VR+cetamina 1uM
.g — VR+cetamina 30uM
S — VR+cetamina 500uM
? —— VR+TTX
o
o
=)
L.
'0.5 ] L} L L}
0 100 200 300 400
Tempo (s)
B
1.4+ . .
T8 —_ . I basal
@ 129 I VR
g 1.0 =3 VR+cetamina 1uM
.g 0.8+ B3 VR+cetammina 30uM
S 0.64 = VR+cetamina 500uM
2 . =3 VR+TTX
2 0'4- *k
o
2 0.2- *kk
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Figura 7- Efeito da cetamina na concentragao do Na+ interno na presenc¢a de
veratridina (VR). Os sinaptosomas foram incubados com a sonda SBFI (10 uM) na
auséncia ou presenca de cetamina 1 yM, 30 uM e 500 pM. VR foi adicionada a
suspensao sinaptosomal. (A) mostra as curvas do aumento da fluorescéncia da sonda
SBFI, obtida apdés a aplicagdo dos estimulos de acordo com a legenda. (B) mostra
AFluorescéncia do SBFI. As barras e as curvas correspondem as médias de pelo menos
trés experimentos independentes. (*)p<0,05 em relagéo ao basal. (**) p<0,05 em relagcao
a VR. (***) p<0,05 em relagcédo a VR+Cetamina 500 yM.
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4.2 Efeito da cetamina na [Ca2+]i

A entrada transitéria de Ca®* para o interior do terminal nervoso pré-sinaptico é
necessaria para disparar a liberagao de neurotransmissores (Katz, 1969). Este é o passo
seqiiencial apds a entrada de Na'. O aumento do ca® intrasinaptosomal via ca®
extrasinaptosomal depende da abertura dos canais para calcio sensiveis a variagao de
voltagem. A inibicdo do aumento do Na' intrasinaptosomal evocado por veratridina na
presenca de alta concentragdo de cetamina sugere um possivel efeito deste agente na
concentragao de Ca?" intrasinaptosomal. Assim, a suspensao sinaptosomal foi incubada a
37°C durante 1 hora com Fura2-AM (5 puM). Em seguida os sinaptosomas foram
transferidos para a cubeta e a leitura de fluorescéncia no fluorimetro foi realizada na
presenca ou auséncia de cetamina. Cetamina nas concentra¢des de 1 uM, 30 uM e 500
MM n&o alterou a concentragao intrasinaptosomal de Ca** em relagdo ao basal (Tabela 3 e
figura 8 Ae B).
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Tabela 3 - Efeito da cetamina na concentragdo de Ca®" interno sinaptosomal. Os
resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3 experimentos.

Basal cetamina 1 uM cetamina 30 uM cetamina 500 uM
[Ca?®"); 46,91+4,81 34,71+£1,91 40,36+3,84 67,45+4,20
A
600-
— basal
__ 500- —_— cetam!na 1uM
s — cetamina 30uM
£ — cetamina 500uM
= 4004
N
©
o
250 3(')0 350 460 450 5(')0
Tempo (s)
B
400+
I basal
300 =1 cetamina 1uM
% 1 cetamina 30uM
~ = cetamina 500uM
g"-_' 200+
1]
O,
< 100+
L = o B

Figura 8 — Cetamina nao interfere na concentragao de ca® intrasinaptosomal. Os
sinaptosomas de cértex cerebral foram incubados com FURA2-AM (excitacao 340/380nm
e emissdo em 510nm). Cetamina 1 uM, 30 uM e 500 uM foram adicionados a suspensao
sinaptosomal (A). (A) mostra as curvas de concentracido interna de Ca?* mediante
aplicacdo de cetamina nas concentracdes estudas. (B) mostra em barras a variagcao da
fluorescéncia mediante os estimulos indicados pela legenda. As barras e as curvas
correspondem as médias de pelo menos trés experimentos independentes.
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4.3 Efeito da cetamina na [Ca®']; evocada por KCI 30mM

A despolarizagdo por KCI induz o influxo de ions Ca®* através dos canais para
calcio dependentes de voltagem, e isto aumenta a concentragéo de Ca?' no interior da
célula (Kobayashi e cols., 1992). Assim, estudamos o efeito da cetamina na [Ca2+]i
evocado por KCI 30mM. Os sinaptosomas foram incubados com FURA2-AM durante uma
hora. Nos ultimos 15 min foram tratados com as concentragdes de cetamina em estudo. O
KCI 30 mM induziu um aumento substancial na concentracao de Ca?" interno da ordem de
258 nM (figura 9A). Observou-se uma tendéncia da cetamina 1 yM em aumentar a
concentracdo de Ca2” intrasinaptosomal evocada por KCI. Entretanto, esse efeito nao
apresentou significancia estatistica (p=0.13) (figura 9 B). As concentragdes de 30 e 500
MM de cetamina ndo modificaram o aumento de ca® intrasinaptosomal evocado por KCI
(figura 9 A e B, Tabela 4). Este resultado sugere que a cetamina nao interfere nos canais

para calcio sensiveis a voltagem.
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Tabela 4 — Concentracédo de ca® intrasinaptosomal mediante estimulo com cetamina e

KCI. Os resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3 experimentos.

KCl+cetamina KCl+cetamina KCl+cetamina
Basal KCI 30mM 1 uM 30 uM 500 uM
[Ca™"]; 46,9+4,81 258,0+20,13 310+29,82 253,5+34,42 220,5+23,93
A
— basal
— KClI
s — KCl+cetamina 1uM
S: —— KCl+cetamina 30uM
& — KClh+cetamina 500uM
©
o,
100 T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Tempo (s)
B
400+
. I basal
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= 300~ * : .
% X = KCl+cetamina 1uM
~ 1 KCl+cetamina 30uM
& 200 = KCl+cetamina 500uM
o,
< 1004
0-

Figura 9 — Efeito da cetamina no aumento do Ca2+ intrasinaptosomal evocado por
KCI 30 mM. Os sinaptosomas de cortex cerebral foram incubados com Fura2-AM
(excitagao 340/380nm e emissao em 510nm). Cetamina 1 uM, 30 uM e 500 pM foram
adicionados a suspensao sinaptosomal (A). (A) mostra as curvas de concentragao interna
de calcio mediante aplicacao de KCI apés o tratamento de 15 min com cetamina nas
concentragdes estudadas. (B) mostra em barras a variagao da fluorescéncia mediante os
estimulos indicados pela legenda. (*) p<0,05 em relagéo ao basal. (**) p <0,05 em relagéo
ao KCI. As barras e as curvas correspondem as médias de pelo menos trés experimentos

independentes.
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4.4 Efeito da cetamina na [Ca2+]i evocada por veratridina 10 uM

A veratridina induz a despolarizagéo pelo aumento do influxo de Na* através da
membrana sinaptosomal. Esta despolarizacéo leva a abertura dos canais para calcio e o

consequente aumento da [Ca2+]i

(Ulbricht, 1998). Uma vez que foi observado que a
cetamina (500 uM) inibiu 0 aumento dos niveis de Na® induzido por veratridina, nos
investigamos se este agente interfere no aumento da [CaZ+]i evocada por veratridina 10
MM. Os sinaptosomas foram incubados com FURA2-AM durante uma hora. Nos ultimos
15 min foram tratados com as concentracbes de cetamina em estudo. A veratridina
aumentou a [Ca2+]i e este efeito ndo foi bloqueado significativamente pela cetamina nas
concentragdes de 1 uM e 30 uM (Tabela 5, figura 10 A e B). Entretanto, a concentragéo
supra-anestésica de cetamina (500uM) inibiu significativamente o aumento da [Ca®);
evocada por veratridina 10 uyM (figura 10 A e B). Esses resultados sugerem que doses
supra-anestésicas da cetamina interferem com o aumento da concentragao intracelular de
Na+ e de Ca2+ induzidos pela despolarizagdo com veratridina. Entretanto, conforme
observado, este efeito pré-sinaptico do anestésico ocorreu apenas em dose supra-

anestésicos deste agente.
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Tabela 5 — Efeito da cetamina na concentracdo de Ca®' intrasinaptosomal mediante
estimulo com veratridina. Os resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3

experimentos.

VR+cetamina  VR+cetamina 30 VR+cetamina

Basal VR 10 yM 1 uM UM 500uM
[Ca®™] 46,77+4,46 232,8+21,8  194,5+14,0 184,7+8,21 150,5+14,47
A
600-
Y basal
500- AR
S 400 N M VR+cetamina 1uM
£ /I VR+cetamina 30uM
£ 3007 ‘ —— VR+cetamina 500uM
S 200
1004
c ) ) ) ) |
250 300 350 400 450 500
Tempo (s)
B
400+
I basal
VR
— 300+ .
% . =1 VR+cetamina 1uM
~ . B VR+cetamina 30uM
— - -1 * *
& 20 = \VR+cetamina 500uM
o,
< 100-
0-

Figura 10 — Efeito da cetamina no aumento de Ca?" intrasinaptosomal evocado por
VR 10 pM. Os sinaptosomas de cortex cerebral foram incubados com Fura2-AM
(excitagao 340/380nm e emissao em 510nm). Cetamina 1 uM, 30 uM e 500 pM foram
adicionados a suspensédo sinaptosomal. (A) mostra as curvas de concentracao interna de
calcio mediante aplicacao de VR na presenca de cetamina nas concentragdes estudadas.
(B) mostra em barras a variacdo da fluorescéncia mediante os estimulos indicados pela
legenda. (*) p<0,05 em relagdo ao basal. (**) p <0,05 em relagdo a VR. As barras e as
curvas correspondem as médias de pelo menos trés experimentos independentes.
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4.5 Efeito da cetamina na exocitose de vesiculas sinapticas

A entrada de Ca®" através de canais para calcio voltagem dependente engatilha a
fusdo de vesiculas sinapticas contendo neurotransmissores nas zonas ativas. Os
resultados anteriores demonstraram que a cetamina interfere em dois eventos
antecedentes & exocitose, ou seja, o aumento de Na’ e Ca®* interno evocado pela
veratridina. Assim, nos investigamos os efeitos da cetamina na exocitose de vesiculas
sinapticas em sinaptosomas de coértex de ratos. Primeiramente, avaliamos o efeito da

cetamina na exocitose espontanea.

Providos da preparacao sinaptosomal e método de liberagao da sonda fluorescente
FM2-10 com o objetivo de monitoragcdo da exocitose de vesiculas sinapticas, observou-se
que a adicao de KCI (30 mM) causou queda significativa do sinal de fluorescéncia (figura
11 A). A adicado de KRH por sua vez, causou redugao da fluorescéncia menor que o KCl,
sugerindo que a queda de fluorescéncia era dependente do estimulo despolarizante
(figura 11 A). A administracdo de cetamina 1 pM, 30 pM ou 500 pM nao alterou
significativamente a queda de fluorescéncia em relacdo ao basal, sugerindo que a
cetamina nao evoca exocitose de vesiculas sinapticas nas concentragcoes estudadas
(figuras 11 A e B, tabela 6).

35



Tabela 6 — Exocitose em sinaptosomas cérebro-corticais estimulados com cetamina. Os

resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3 experimentos.

Basal cetamina1 yM  cetamina 30 yM  cetamina 500 uM
A=Fo-F  0,21£0,009 0,25+0,004 0,26+0,007 0,260,002
A 0.1-
— basal

— cetamina 1uM
— cetamina 30uM

I.I\.c — cetamina 500uM
o _—
L KCI
v v v | ]
0 100 200 300 400
Tempo (s)
B 0.35-
I basal
0.30+ 1 cetamina 1uM
0.25- = cetamina 30uM
"t 0.204 = cetamina 500pM
L
== KClI
i -
<4 0.15
0.10-
0.05-
0.00-

Figura 11 - Cetamina ndo evoca a exocitose de vesiculas sinapticas. (A) Sinaptosomas
cérebro-corticais foram incubados na presenca de FM2-10 (50uM) e Ca** (5mM), despolarizados
com KCI (30 mM), lavados em meio livre de FM2-10, mantidos em banho 37°C por 15 minutos e
transferidos para cubeta de fluorimetro para medidas de fluorescéncia (materiais e métodos). A
liberagdo de FM2-10 foi monitorada apés adigdo de cetamina nas concentragdes de 1 uM, 30 uM
ou 500 uM ou de meio KRH a suspensao de sinaptosomas, contendo calcio 1,3 mM (B). Graficos
representativos de no minimo 3 experimentos independentes. AF/F,, fluorescéncia normalizada.
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4.6 Efeito da cetamina na exocitose de vesiculas sinapticas evocadas
por KCI

Os resultados descritos anteriormente ndo mostraram efeito da cetamina no
aumento da concentracdo intracelular de Na* e Ca®* evocada pelo KCI em sinaptosomas.
Entretanto, mesmo com estes resultados, a cetamina poderia interferir na exocitose de

vesiculas evocada por KCI 30 mM.

Os sinaptosomas foram marcados com FM2-10 e tratados com cetamina 1, 30 e
500 pM durante 15 min. Apdés 200 s de estabilizacdo da leitura de fluorescéncia foi
adicionado KCI 30 mM na presenga de calcio 1,3 mM e cetamina nas concentragdes

acima.

Analisando as figuras 12 A e B e tabela 7 observa-se que nenhuma das
concentragdes de cetamina diminuiu a exocitose evocada por KCI 30 mM . Esses
resultados apontam que a cetamina assim como observado com a concentracéo
intracelular de Na* e Ca®*, ndo interfere com a exocitose de vesiculas mediante estimulo

despolarizante dependente de canais para calcio.
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Tabela 7 — Exocitose de vesiculas sinapticas evocada por KCI 30 mM na presenga de
cetamina. Os resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3 experimentos.

KCl+cetamina KCl+cetamina KCl+cetamina
1 uM 30 uM 500 uM

A=Fo-F 0,220,005 0,34+0,010 0,32+0,002 0,32+0,016 0,310,011

Basal KCI 30 mM

A
— basal
—KCl
— KCHcetamina 1uM
‘i? — KCHcetamina 30puM
% — KCHcetamina 500uM
0 100 200 300 400
Tempo (s)
B
0357 I Basal
0.304 == KCl
0.25+ B3 KCl+Cetamina 1uM
£ 0.20- =31 KCl+Cetamina 30pM
“.'<r] 0154 B KCI+Cetamina 500uM
0.10-
0.05+
0.00-

Figura 12: Cetamina nao inibe exocitose evocada por KCI 30 mM. (A) Sinaptosomas
cérebro-corticais foram incubados na presenca de FM2-10 (50 pM) e Ca** (5 mM),
despolarizados com KCI (30 mM), lavados em meio livre de FM2-10. Em seguida os
mesmos foram incubados em banho 37°C por 15 minutos com cetamina 1 yM, 30 uM ou
500 pM e transferidos para cubeta de fluorimetro para medidas de fluorescéncia
(materiais e métodos). A liberagao de FM2-10 foi monitorada apds adicado de KCI 30 mM
ou de meio KRH a suspensao de sinaptosomas, contendo calcio 1,3 mM (B). Gréficos
representativos de no minimo 3 experimentos independentes. AF/F,, fluorescéncia
normalizada.
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4.7 Efeito da cetamina na exocitose de vesiculas sinapticas evocadas
por veratridina 10 yM

Os resultados anteriores demonstraram que a cetamina interfere em dois eventos
antecedentes a exocitose, ou seja, o aumento de Na* e Ca*" interno evocado pela
veratridina. Assim, realizamos experimentos para investigar se a cetamina interfere
também na exocitose de vesiculas sinapticas evocada por veratridina. Neste experimento,
a exocitose de vesiculas da preparacao sinaptosomal induzida pela veratridina 10 yM foi

realizada apds 15 minutos de incubacao na presenca ou auséncia do anestésico.

Como se pode observar, a aplicagdo de veratridina 10 yM induziu um decaimento
no sinal de fluorescéncia indicativo da ocorréncia de exocitose de vesiculas sinapticas
(figura 13 A). Concentracdes de 1 e 30 uM de cetamina nao alteraram a fluorescéncia
indicativa de exocitose. Por outro lado, cetamina na concentracao de 500 pyM inibiu a
exocitose evocada por veratridina (p= 0,003 em relagao a VR) (figura 13 B). Portanto, os
dados com cetamina 500 yM demonstram que este agente interfere com eventos pré-

sinapticos envolvidos com a liberagao de neurotransmissores.
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Tabela 8 — Exocitose evocada por veratridina 10 yM na presenga de cetamina. Os

resultados representam a médiatEPM de pelo menos 3 experimentos.

VR+cetamina  VR+cetamina VR+cetamina
Basal VR 10uM 1uM 30 uM 500 pM
A=Fy-F  0,210,01 0,33+0,01 0,33+0,01 0,3240,01 0,25+0,01
A
— basal
—VR
—— VR+cetamina 1uM
o — VR+cetamina 30uM
L<L] — VR+cetamina 500uM
v v v L}
0 100 200 300 400
Tempo (s)
B
0.35+ . . *
—— = I Basal
0.301 " mmEVR
0.25+ B VR+cetamina 1uM
£ 0.20- 3 VR+cetamina 30uM
"|'<|'1 0.154 = VR+cetamina 500uM
0.104
0.054
0.00-

Figura 13 - Cetamina 500 pM inibe a exocitose de vesiculas sinapticas evocadas por
veratridina 10 yM. (A) Sinaptosomas cérebro-corticais foram incubados na presenca de
FM2-10 (50 uM) e Ca" (5 mM), despolarizados com KCI (30 mM), lavados em meio livre
da sonda. Em seguida, foram incubados em banho a 37°C por 15 minutos com cetamina 1
MM, 30 uM ou 500 uM e, transferidos para cubeta de fluorimetro para medidas de
fluorescéncia (materiais e métodos). A liberagdo de FM2-10 foi monitorada apés adi¢ao de
VR 10 uM ou de meio KRH a suspensao de sinaptosomas, contendo célcio 1,3 mM (B).
Graficos representativos de no minimo 3 experimentos independentes. AF/Fy,
fluorescéncia normalizada. (*) p<0,05 em relagao ao basal. (**) p<0,05 em relagdo a VR.
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4.8 Efeito da cetamina na liberacao espontanea de
glutamato

A depressao da atividade neuronal pelos anestésicos gerais envolve a inibigao da
neurotransmisséo excitatoria glutamatérgica e, aumento da inibicdo da neurotransmissao
gabaérgica (Hemmings e cols., 2005a). A neurotransmissao glutamatérgica pode ser
comprometida pela modulacdo de alvos pré e/ou pés-sinapticos. Nossos dados
demonstraram que a cetamina, em concentracbes supra-anestésicas, interfere em
eventos pré-sinapticos que estdo estreitamente relacionados a liberacdo de
neurotransmissores. Assim, nesta série de experimentos investigamos o efeito deste
anestésico na liberacdo de glutamato. Inicialmente, foram realizados experimentos
investigando o efeito da cetamina na liberagdo espontanea de glutamato. Os resultados
obtidos demonstraram que a adicdo de cetamina nas doses 1 uM, 30 uM e 500 uM nao
interferiu com a liberagao de glutamato em relacao a liberagao basal (Tabela 9; figura 14 A
e B).
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Tabela 9 — Efeito da cetamina na liberacdo de glutamato. Os resultados representam a

médiazEPM de pelo menos 3 experimentos independentes.

Basal cetamina 1 pM  cetamina 30 yM  cetamina 500 pM
Glutamato liberado
(nmol/mg de 0,9210,13 1,25+0,08 1,27+0,18 1,44+0,93
proteina)
A
159 — basal

-
N
']

— cetamina 1uM
— cetamina 30uM
— cetamina 500puM
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»
[
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[

Glutamato liberado
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Figura 14 — Cetamina ndo produz alteragao na liberacdao basal de glutamato. Os
sinaptosomas foram pré-incubados a 35°C por uma hora, em meio KRH sem calcio. A
liberagdo de glutamato foi determinada pela fluorescéncia do NADPH apés a adigdo de
CaCl, (concentragdo final 1 mM), NADP* (concentragdo final 1 mM) e glutamato
desidrogenase (50 U) a suspensdo sinaptosomal. (A) mostra a liberagdo de glutamato
durante o curso temporal do experimento. (B) mostra em barras a liberagdo de glutamato
apo6s o estimulo. Os resultados expressam as médias e erro padrao de pelo menos trés
experimentos independentes.
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4.9 Efeito da cetamina na liberagao de glutamato evocada por KCI 30
mM e veratridina 10 yM

A cetamina nao interferiu com a liberagcdo espontdnea de glutamato. Entretanto,
este agente anestésico poderia interferir com a liberagdo evocada de glutamato. Assim,
nesta série de experimentos avaliamos o efeito da cetamina na liberacdo evocada deste
neurotransmissor. Os sinaptosomas de cértex cerebral de rato foram incubados durante 1
hora a 35°C, centrifugados e ressuspendidos em KRH sem calcio. Nos ultimos 15 min de
incubacgao a solucao sinaptosomal foi tratada com cetamina 1, 30 e 500 uM. A suspensao
foi transferida para um cubeta de plastico descartavel e levada ao espectrofluorimetro. A

despolarizagao foi estimulada com KCI 30 mM e veratridina 10 uM apés 200s de leitura.

A tabela 10 e figuras 15 A e B mostram que o estimulo induzido por KCI 30 mM
provocou liberagdo de glutamato equivalente a 10,99+0,80 nmol de glutamato/mg de
proteina. Entretanto, as concentragdes estudadas de cetamina nao alteraram a liberacao
de glutamato evocada pelo estimulo despolarizante dependente de canais para calcio
(Tabela 10 e figuras 15 A e B). Este dado, juntamente com os demais relacionados ao KCI
demonstram a auséncia de sensibilidade dos canais para calcio para cetamina, uma vez

que a liberacao de glutamato evocada por KCI envolve exclusivamente estes canais.

A despolarizagao induzida por veratridina 10 uM foi capaz de induzir liberagéo de
glutamato equivalente a 11,35+£0,56 nmol de glutamato/mg de proteina (figura 16 A, tabela
11). Essa liberagéo foi inibida em aproximadamente 54% na presenga de cetamina
(500uM). As demais concentragdes de cetamina (1 uM e 30 uM) ndo alteraram a liberagao
evocada do neurotransmissor (figura 16 B). O aumento da liberacao de glutamato
induzido pela veratridina foi inibido em aproximadamente 79% na presencga da TTX (1
MM), um inibidor de canais para sdédio (figura 16 B). Este efeito da TTX nao foi aditivo com
o da cetamina 500 pM (figura 16 B). Os resultados do presente estudo sugerem que a
cetamina, em concentracdes supra-anestésicas, diminui, através de efeitos pré-sinapticos
(concentracdo de Na* e Ca** intracelular, exocitose de vesiculas) a despolarizagao
induzida pela veratridina e a consequente liberacdo de glutamato em sinaptosomas

cérebro-corticais de ratos.
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Tabela 10 — Liberacdo de glutamato evocada por KCl 30 mM na presenca de cetamina. Os

resultados representam a média+tEPM de pelo menos 3 experimentos.

KCI 30 mM KCl+cetamina KCl+cetamina KCl+cetamina

Basal 1 uM 30 uM 500 uM

Glutamato
liberado
(nmol/mg  1,56+0,15 10,99+0,80 11,30+0,79 1,56+1,19 9,93+0,25
de
proteina)

A

g
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Figura 15 — Cetamina néo inibe a liberagao de glutamato evocada por KCI 30 mM. Os
sinaptosomas foram pré-incubados a 35°C por uma hora, em meio KRH sem caicio e nos
ultimos 15 minutos de incubacao foi acrescentado cetamina 1 uM, 30 uM e 500 uM. Os
sinaptosomas foram despolarizados com KCI 30 mM. A liberagdo de glutamato foi
determinada pela fluorescéncia do NADPH apdés a adicao de CaCl, (concentracao
finallmM), NADP® (concentragdo final 1 mM) e glutamato desidrogenase (50 U) a
suspensao sinaptosomal (A). (B) as barras mostram as médias de pelo menos trés
experimentos independentes. (*) p<0.05 em relacdo a situagao basal. (**) p<0,05 em
relacéo ao KCI.
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Tabela 11 — Efeito da cetamina na liberagdo de glutamato evocada por veratridina 10 pM. Os
resultados representam a média+tEPM de pelo menos 3 experimentos.

VR+cetamina VR+cetamina VR+cetamina
Basal VR 10 pM 1 uM 30 uM 500 uM
Glutamato
liberado 1,02£0,16  1,35+0,56 10,75+0,54 10,08+1,19 5,21+0,24
(nmol/mg
de proteina)
VR+cetamina
VR 10 uM+TTX
H 500 uM+TTX
Glutamato liberado
(nmol/mg de proteina) 2,31+0,08 2,16+1,52
A
— basal
—VR

— VR+cetamina 1uM

— VR+cetamina 30uM

— VR+cetamina 500uM

— VR+cetamina 500uM+TTX
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Figura16 — Cetamina 500 uM inibe a liberagao de glutamato evocada por VR 10 uM.
Os sinaptosomas foram pré-incubados a 35°C por uma hora, em meio KRH sem calcio e
nos ultimos 15 min de incubacgéao foi acrescentado cetamina 1 yM, 30 uM e 500 uM. Os
sinaptosomas foram despolarizados com veratridina 10 uM. A liberagcdo de glutamato foi
determinada pela fluorescéncia do NADPH apds a adicao de CaCl, (concentragao final
1mM), NADP" (concentragdo final 1mM) e glutamato desidrogenase (50 U) & suspenséo
sinaptosomal (A). (B) Os resultados mostram as médias de pelo menos trés experimentos
independentes. (*) p<0.05 em relagao a situagado basal, (**) p<0,05 em relagdo a VR,
(***)p<0,05 em relagao a veratridina +Cetamina 500uM.
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5 Discussao

Os anestésicos gerais apresentam potentes efeitos na transmissao sinaptica. Estes
efeitos podem ser pré e/ou pos-sinapticos. No terminal pré-sinaptico, esses agentes
podem alterar a liberagdo de neurotransmissores e na regido poés-sinaptica podem
modular as respostas aos neurotransmissores (Pashkov e Hemmings, 2002). O
mecanismo pelo qual os anestésicos atuam ainda ndo se encontra bem elucidado.
Estudos eletrofisiolégicos demonstram que a transmissao sinaptica € mais sensivel aos
efeitos dos anestésicos gerais que a condugao axonal (Larrabee e Posternak, 1952). A
maioria dos estudos dos efeitos sinapticos dos anestésicos tem focado o sitio pos-
sinaptico de acdo dos mesmos. Desta forma, os efeitos pré - sinapticos ainda nao foram

bem caracterizados.

A preparagao sinaptosomal contém terminais nervosos capazes de estocar e liberar
neurotransmissores. E largamente usada como modelo para analise pré-sinaptica dos
efeitos de varias drogas. Ao contrario das fatias cerebrais ou neurbnios in situ, os
sinaptosomas estéo livres da influéncia de elementos de corpos celulares neuronais e
gliais, como também de possiveis interagdes intercelulares (Dunkley e cols., 1986). Assim,
no presente trabalho nds investigamos os efeitos pré-sinapticos do anestésico cetamina
em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos. Os alvos pré-sinapticos avaliados foram os
niveis de Na* interno, a concentragao interna de Ca?*, a exocitose de vesiculas sinapticas
e a liberacdo de glutamato. As concentragbes escolhidas de cetamina basearam-se nas
concentragoes clinicamente relevantes deste agente que variam de 5 a 30 uM (Pashkov e
Hemmings, 2002). Assim, utilizamos concentracées sub-anestésicas (1 yM), anestésicas
(30 pM) e supra-anestésicas (500 uM). Esta ultima foi baseada em resultados descritos
por Erecinska e cols. (1988) nos quais o bloqueio de efluxo de glutamato evocado por KCI
somente ocorreu com concentracbes de cetamina acima de 500 pM. Entretanto, é
importante mencionar que embora as concentragbes clinicamente relevantes de
anestésicos sejam importantes para examinar as respostas integradas no animal intacto
ou em humanos, a relevancia em estudos in vitro deve ser cautelosa porque ainda nao se
compreende como estes sistemas se integram no modelo de anestesia (Eckenhoff e
Johansson, 1999).

A neurotransmissao ocorre apés a propagacao do potencial de acdo ao longo dos

axbnios e o canal para o sddio é fundamental para que a mesma ocorra. Inicialmente,
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investigamos os niveis de Na' interno sinaptosomal na presenca de cetamina nas
concentracoes de 1, 30 e 500 uM. Chamamos de “niveis” de sddio interno, uma vez que
ndo foi medida a concentracdo molar de Na® (como nos experimentos de calcio), O
aumento da fluorescéncia da sonda indica que houve aumento de sddio interno, dessa
forma analisamos a fluorescéncia. As concentragdes de cetamina nao alteraram os niveis
basais intracelulares de Na™ Resultados contrarios foram observados com outro
anestésico venoso, o propofol. Este anestésico, em concentragbes entre 5-10 yM
aumentou levemente a concentragao interna de sédio em sinaptosomas cérebro-corticais
(Ratnakumari e Hemmings, 1997). Posteriormente, foi investigado o efeito da cetamina
quando da presenca de veratridina, um estimulo despolarizante dependente de canais
para sodio. Concentracdes sub e anestésicas de cetamina nao alteraram o aumento de
Na® interno obtido com a veratridina. Entretanto, a concentracdo de 500 uM de cetamina
apresentou um acentuado bloqueio do aumento dos niveis de Na® interno sinaptosomal
evocado por veratridina 10 uM (figura 7). Este aumento do Na® interno evocado por
veratridina foi completamente abolido por TTX demonstrando que a elevagdao da
concentracdo de Na® interno evocada pela veratridina ocorre via canais para sodio
sensiveis a voltagem que s&o sensiveis a cetamina em altas concentragbes. O efeito
inibitério apresentado pela cetamina em nosso modelo experimental talvez possa ser
explicado por sua agao no bloqueio de canais para sddio sensiveis a voltagem na forma
ativada ou inativada de forma reversivel (Haeseler e cols., 2003; Reckiegel e cols., 2002;
Iraten e cols., 2002). Nao foram realizados experimentos utilizando KCI como estimulo,
pgq a despolarizacdo induzida por este agente independe de canais para sodio. Foi
demonstrado que outros anestésicos também sdo capazes de atuar na dinamica do Na".
De fato, Ratnakumari e cols. (1998) demonstraram, em sinaptosomas de cortex cerebral
de ratos que o anestésico inalatorio halotano interage com canais para soédios pré-
sinapticos e inibe o aumento da [Na']; evocada por veratridina 60 uM de maneira dose
dependente com ICsp de 0.97mM. O anestésico venoso propofol inibiu o aumento da
concentracdo interna de Na® sinaptosomal evocado por veratridina com Clsy de 13uM
(Ratnakumari e Hemmings, 1997). Em estudo eletrofisiolégico, propofol e isoflurano
inibiram canais para sodio dependente de voltagem em terminais nervosos de ratos

isolados (Ouyang e cols., 2003).

Durante o potencial de acdo, a abertura dos canais para soédio leva a

despolarizacdo da membrana que por sua vez induz a abertura de canais para calcio
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voltagem dependente com consequente aumento da concentracio intracelular deste ion.
Uma vez que nossos dados mostraram que o influxo de Na® foi alterado pelo anestésico,
nos avaliamos a possivel interferéncia deste anestésico na [Ca2+]i. Em terminais nervosos,
coexistem multiplos tipos de canais para calcio, os quais regulam ndo sé a entrada de
Ca®* no terminal, mas também a exocitose de vesiculas sinapticas. Os canais do tipo P/Q
sdo os de maior importancia para a liberacdo de neurotransmissores nos terminais
centrais (Takahashi e Momiyama, 1993; Guatimosim e cols., 1997). E os canais para
calcio do tipo Q e L apresentam maior participagdo no aumento do calcio interno induzido
por veratridina (Bicalho, 1999).

2+]i

A despolarizagao induzida pela veratridina leva a um aumento na [Ca“’]; diferente

do observado pelo estimulo com KCl. O KCI evoca um rapido aumento da [Ca2+]i
(Romano-Silva e cols., 1994) diferentemente da veratridina que demonstra um efeito mais
lento (Bicalho 1999; Adam-Vizi e Ashley, 1987). Além disso, a veratridina contaria com um
auxilio extra da reversdo do trocador de Na‘/Ca** para auxiliar no aumento do ca*
interno (Nachshen, 1985; DiPolo e Beaugé, 1986). Embora o trocador pudesse ser um
possivel alvo para investigacao, esta ndo seria ja que ha controvérsias na literatura sobre
sua participagcao no processo de neurotransmissao e as ferramentas farmacoldgicas para
seu estudo nao apresentam alta especificidade.

Nossos dados demonstraram que a cetamina, nas concentracbes estudadas, nao

2*) induzida

interferiu com a [Ca®*]; basal como também, n&o interferiu no aumento da [Ca
pelo KCI. Por outro lado, a cetamina 500 uM diminuiu significativamente o aumento da
[Ca2+]i evocado pela veratridina. Esses resultados nos sugerem que o aumento do calcio
observado depende da despolarizacdo sinaptosomal evocada através do canal para
sédio. Uma vez que a Cetamina 500uM bloqueou o canal o canal para sédio, 0 aumento
[Ca®*]; ndo foi observado. Ou seja, acdo da Cetamina ndo ocorre em canais para os ions

calcio, ja que nao observamos efeito com a estimulagdo com KCI.

Sabe-se que o halotano é capaz de diminuir o aumento da [Ca®*]; evocada por 4-
AP em sinaptosomas e este efeito € marcadamente menor quando usado a estimulagao
com KCI (Schlame e Hemmings, 1995). Estudo com ligante de canais para calcio do tipo L
demonstrou que a cetamina inibiu este ligante com uma Clso de 3030 uM (Hemmings e
Lingamaneni, 2003). Outro trabalho demonstra o bloqueio de corrente de canais para
calcio do tipo L pela cetamina em concentragdes entre 10° — 10°M em miocitos de

coracao de ras (Hatakeyama e cols., 2001). Entretanto, torna-se dificil comparar nossos
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dados com a literatura, uma vez que alguns estudos avaliaram os efeitos pds-sinapticos
da cetamina em canais para calcio (Takara e cols., 1986; Weber e cols., 2005). Poder-se-
ia também questionar a atuacdo da cetamina nos canais para calcio do tipo Q e L.
Entretanto, este ndo parece ser o caso uma vez que nao foram observados efeitos com o

estimulo despolarizante provocado por KCI.

No curso dos eventos que procedem a liberacdo do neurotransmissor, temos a
exocitose das vesiculas sinapticas. Este evento é dependente do influxo de Ca®
extrasinaptosomal. Assim, investigou-se a exocitose de vesiculas sinapticas na presenga
de cetamina utilizando o marcador fluorescente FM2-10. Medidas do decaimento de
corantes FM’'s fornecem uma boa indicacdo da liberagdo de transmissores em
sinaptosomas. Estudos semelhantes utilizaram outra sonda da familia dos FM’s (FM1-43)
e também validam esse método como uma forma de obter medidas da secregao
exocitotica em tempo real (Betz e cols., 1992; Meffert e cols., 1994; Guatimosim e cols.,
1997). Durante a administragdo de cetamina 1 uM, 30 uM e 500 uM, néo se observou
alteracgao significativa na queda de fluorescéncia em relagado a exocitose basal sugerindo
que a cetamina ndo evoca exocitose de vesiculas sinapticas nas concentracdes
estudadas. Investigou-se, posteriormente, o efeito da cetamina na exocitose evocada por
KCI 30mM e veratridina 10 yM. Como previamente descrito por Marks e Mahon (1998) e
por De Castro Jr e cols., 2008, nossos dados demonstraram que o KCI é capaz de induzir
a queda de fluorescéncia em sinaptosomas indicando exocitose de vesiculas sinapticas.
Este efeito nao foi inibido pelas concentracbes estudadas de cetamina (figura 12 A e B)
sugerindo que o anestésico nado influencia canais para calcio sensiveis a voltagem
relacionados & exocitose evocada por KCI 30 mM. E a primeira vez que o efeito da
cetamina na exocitose de vesiculas sinapticas em cortex é avaliado com uso de marcador
para exocitose. Utilizando-se outro corante da mesma familia dos FM's, o FM1-43,
Hemmings e cols (2005) observaram que o isoflurano 0,84mM diminui a exocitose em
células de hipocampo com estimulo elétrico, concentragao esta de anestésico 2,0 vezes
maior do que as utilizadas na clinica. Por outro lado, a exocitose de vesiculas sinapticas
induzida pela despolarizagdo com veratridina foi bloqueada na presenga de cetamina 500
MM, sugerindo que este anestésico diminui a exocitose de vesiculas dependente de
estimulo para canais para sédio. Estes dados corroboram com os anteriores apresentados

levando nos a propor a acdo do anestésico no canal para sédio.

A inibicdo pela cetamina da exocitose de vesiculas sinapticas induzida pela
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veratridina sugere que este anestésico poderia interferir com liberagdo de
neurotransmissores que estdo contidos em vesiculas presentes do terminal pré-sinaptico.
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério e o mais abundante no SNC de
mamiferos (Nicholls, 1993). Além disso, a inibigdo da liberacdo deste neurotransmissor &
consistente com a depressdao neuronal caracteristica da acdo anestésica. Assim,
investigamos o efeito da cetamina na liberagao pré-sinaptica de glutamato. Observou-se
que a adicao de cetamina nas doses 1 uM, 30 uM e 500 uM néo interferiu com a liberagao
basal de glutamato (figura 14). Posteriormente, investigamos o efeito do anestésico na
liberagdo de glutamato evocada por despolarizagdo com KCI 30 mM e veratridina 10 uM.
A despolarizagdo com KCI| evocou uma liberagdo expressiva de glutamato (figura 15)
efeito este ndo inibido pela cetamina nas concentragcdes estudadas. Este resultado
corrobora os demais resultados relacionados aos efeitos da cetamina na despolarizacao
induzida pelo KCI indicando a auséncia de sensibilidade dos canais para calcio a
cetamina uma vez que a liberagao de glutamato evocada por KCI envolve, principalmente,

canais para calcio.

Cetamina 20 yM também néo interferiu com a liberagdo de neuropeptidios evocada
por KCI 30 mM (Pashkov e cols., 2002). Este mesmo resultado foi observado utilizando-se
o propofol. Assim, a liberagdo de glutamato evocada por KCI nao foi afetada de forma
estatisticamente significativa por doses de até 100 yM de propofol, dose esta acima da
utilizada na clinica (Ratnakumari e Hemmings, 1997). Da mesma forma, o bloqueio da
liberagdo de aminoacidos induzida pelo KCI s6 ocorreu em doses de cetamina maiores
que 500 uM (Erecinska e cols., 1988). Trabalhos prévios demonstraram que a cetamina 5-
30 uM nao interferiu na liberagdo basal de norepinefrina, nem em neuropeptidios
utilizando-se o mesmo modelo experimental (Pashkov e Hemmings, 2002; Pashkov e
cols., 2002). A liberagdo basal de GABA ou estimulada por KCI 40mM n&o € alterada na
presenca de cetamina (1-100uM) em fatias de cortex de ratos (Minchin, 1981) e, em fatias
de talamo (Kendall e Minchin, 1982). Da mesma forma 1 mM de cetamina também néo
evocou a liberagcao espontdnea de GABA em sinaptosomas de estriado (Mantz e cols.,
1995). Comparando os efeitos da cetamina com outro anestésico intravenoso, o propofol,
observou-se que este aumentou liberagdo basal de noradrenalina de maneira dose
dependente sendo que a concentracdo maxima testada foi 40 uM, concentragdo esta
acima da utilizada na clinica (Pashkov e Hemmings, 2002). Por outro lado, os anestésicos

volateis isoflurano e enflurano, em doses anestésicas, reduziram a liberacdo basal de
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glutamato em sinaptosomas de cértex de ratos (Westhphalen e Hemmings, 2005).

Nossos dados demonstraram que a despolarizacdo com veratridina induziu um
aumento expressivo da liberagao de glutamato. Este efeito foi inibido significativamente na
presenca de cetamina 500 uM (figura 16). Estudos da liberagcdo de GABA demonstraram
que doses de cetamina de 100 yM inibiram a liberacdo do neurotransmissor evocada por
veratridina 2,5 yM. O mesmo efeito inibitério sé foi alcangado com concentragédo proxima
a 1mM para um estimulo de maior poténcia como 50 uM de veratridina (Erecinska e cols.,
1988). Assim como a cetamina, o propofol também inibiu a liberagdo de glutamato
evocado por veratridina 20 uM, mas em concentragbes de 30 pM (Ratnakumari e
Hemmings, 1997). Em concentragbes anestésicas a cetamina n&o afetou a liberacdo de
neuropeptidios evocada por veratridina 20 uM (Pashkov e cols., 2002). Finalmente, em
células da regido medular da glandula adrenal, a liberagdo de catecolaminas induzida por

veratridina 100 uM foi inibida por cetamina com ICs de 260 uM (Takara e cols., 1986).

Nés também investigamos o efeito da TTX na liberagdo de glutamato evocada pela
veratridina com o objetivo de comparar os efeitos da cetamina com a TTX, um classico
bloqueador de canais para sddio que impede a entrada deste ion pelos canais para sddio
voltagem dependentes. A toxina apresenta alta poténcia e especificidade de maneira que
nao afeta outros receptores ou canais ibnicos. O bloqueio do canal é feito na face
extracelular da membrana plasmatica, prevenindo o fluxo do ion (Narahashi, 2008). ATTX
1,0 yM inibiu a liberagdo de glutamato evocado por veratridina 10 yM, corroborando os
dados de Ratnakumari e Hemmings (1997). Observa-se na figura 16 que a inibigéo
provocada pela toxina foi mais robusta que a obtida com cetamina 500 uM e que nao
houve efeito aditivo entre a cetamina e TTX. Esse dado sugere que ambos os agentes
podem atuar no mesmo alvo, ou seja, nos canais para sodio pré-sinapticos. A
consequéncia funcional dessa agcdo € a diminuicdo da liberagcdo de glutamato pelo

comprometimento na dindmica dos ions sdédio e calcio e a exocitose das vesiculas.

Os efeitos pds-sinapticos dos agentes anestésicos sdo mais bem compreendidos
que os efeitos pré-sinapticos. Na maioria dos trabalhos avaliando os efeitos pré-sinapticos
destes agentes, os dados sdo bastante contraditérios e, na maioria destes, observaram
efeitos apenas em concentragdes supra-anestésicos de agentes intravenosos. Além do
mais, como as metolodogias dos estudos variam, torna-se dificil estabelecer um consenso
entre os diferentes estudos. De qualquer forma, os efeitos pré-sinapticos observados com

altas concentracbes de anestésicos venosos podem justificar, por exemplo, alguns dos
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efeitos colaterais observados com estes agentes durante a anestesia.
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6 Conclusao

Este estudo demonstra, por métodos de fluorescéncia, que o anestésico venoso
cetamina apresenta acdes pré-sinapticas mediante estimulo despolarizante dependente
de canais para sodio — veratridina 10 pyM. Os efeitos ocorreram com o uso de

concentragao supra-anestésica deste agente (500 uM). Demonstrou-se nessas condigoes:
¢ Inibicdo do aumento dos niveis de sodio interno sinaptosomal
¢ Inibicdo do aumento da concentragdo de calcio interno sinaptosomal
¢ Inibicado da exocitose de vesiculas sinapticas
¢ Inibicdo da liberagéo de glutamato

Estes dados, em conjunto, mostram que cetamina 500 yM em sinaptosomas de
cortex de ratos atua nos canais para os ions soédio de forma a inibir o aumento de sodio
intrasinaptosomal, o que compromete a despolarizagao e o funcionamento dos eventos

que levam a liberagao de glutamato.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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