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«We must always guard the liberties of mind
and remember that some degree of heresy is
often a sign of health in spiritual life».

U.S. von Euler (1962) Circulation, 26, 1233.

E lugar comum dizer-se que os Servi¢os de Farmacologia e de
Terapéutica Geral da nossa Faculdade constituem, para além de
escola de ciéncia, uma escola de humanidade. Como em todas as
escolas fecundas, nela tém crescido muitos discipulos com a natural
e humana diversidade. Sdo, no entanto, facilmente rastredveis os
tracos comuns. Um dos mais significativos é o detodos se identificarem
no gosto de referirem a origem. Para isso contribuiram, primeiro, e s6
sei de o ouvir contar, o Professor Malafaya Baptista, e, pouco mais
tarde, e disso jd posso dar testemunho pessoal, os Professores José
Garrett e Walter Osswald, e muitos dos seus seguidores. Nao esquego
o muito que Lhes devo. Aqui fica a expressdo simples de gratiddo aos
fundadores, pela obra que criaram e pelo apolo com que sempre me
distinguiram.

Tendo desde o inicio estabelecido como projecto de vida a prdtica
de actividade clinica associada & da investigag¢do e da docéncia na
farmacologia, nunca me senti dividido no desempenho das duas
funcoes. Pelo contrdrio, o exercicio da minha actividade clinica foi
enriquecido, em rigor e dominio metodoldgico, pela formagdo e
conhecimentos adquiridos com as actividades docente e investigacional
nodmbito da Terapéutica Geraleda Farmacologia. Em contrapartida,
a experiéncia clinica tem sido fecunda para o exercicio destas fungoes.

A escolha do problema nuclear desta tese surgiu naturalmente
durante a execu¢do de trabalhos que fizeram parteda minha iniciagdo
as técnicas e metodologia em uso no nosso laboratério. Estes trabalhos
eram conduzidos pelo interesse do Professor Walter Osswald pelos
efeitos troficos da inervacdo simpdtica, e da Professora Isabel Azevedo,
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pelas accées do mediador simpdtico nos niicleos das células efectoras.
Assim nasceu o meu entusiasmo pelo tema. A histéria do percurso dos
trabalhos que culminam com a redac¢do desta proposta de
interpretacdo é um pouco o relato das "conjecturas e refutagbes” que
lhe subjazem (segundo o trajecto que Karl Popper descreve como
sendo o da ciéncia). Quando o trabalho comega a estar estruturado,
algumas das conjecturas e muitas das refutagdes de que foi feito o
percurso ficam esquecidas, subsistindo as que, tendo sido postas a
prova experimental, Lhe resistiram. As que servem de conclusdo a
minha proposta de interpretagdo sdo passiveis de ser submetidas a
novas provas e algumas serdo, seguramente, geradoras de novas
conjecturas.

Este trabalho, como é 6bvio, ndo seria possivel sem o contributo
de muitas pessoas.

Ao Professor Walter Osswald, a sua disponibilidade para aceitar
o diverso, a sua abertura & exploragdo de novos caminhos, a sua
afabilidade nao desprovida de exigéncia critica, a minha admiragdo.

Com a Professora Isabel Azevedo dei os primeiros passos na
aprendizagem da morfo-farmacologia, e neles ganhei a admiragao
pela sua persisténcia e pelo entusiasmo, sempre fresco, com que se
dedica aos projectos de investigagao que inicia.

Aos Professores Rodrigues Pereira e Serafim Guimardes agradego
o apoio constante com que quiseram favorecer-me.

Sentisemprea atencdo amiga dos Professores Fernando Branddo
e Jorge Tavares.

Aos Professores Daniel Moura e Patricio Soares da Silva quero
agradecer o estimulo e ajuda constantes que quizeram e souberam
propiciar-me.

As Senhoras D. Domingas Branco Osswald e Doutora Maria
Quitéria Paiva agradeco a ajuda na aprendizagem da propedéutica
laboratorial e o interesse continuado pelo progresso do meu trabalho.

Aogrupo de Farmacologistas do Instituto Gulbenkian de Ciéncia,
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na pessoa do Professor Alexandre Ribeiro, quero expressar a minha
gratiddo pela ajuda prestada na pesquisa bibliogrdfica e na escolha
de farmacos adequados as minhas circunstdncias experimentais.

Ao Professor Jorge Polénia e a Dr® Alexandra Matias o
agradecimento pela atencdo que dispensaram aos trabalhos em que
colabordmos.

A ajuda eficiente e sempre pronta no trabalho de laboratério das
Senhoras D. Maria Luisa Vasques, D. Manuela Moura, D. Prazeres
Cleto e D. Paula Serrdo foi imprescindivel para a execu¢do deste
trabalho.

As SenhorasD. Aida Camarinha, D. Eva AbranteseD. Fernanda
Adrido, e ao Senhor José Martins agradeco a paciente actividade de
secretariado.

Aos Senhores Aldovino Sousa e Abilio Nunes e as Senhoras D.
Mabilde Gomes, D. Maria Irene e D. Deolinda Martins, que, no
exercicio das suas actividades no laboratdrio, possibilitaram o curso
fluido dos trabalhos, o meu obrigado.

Aoscompanheiros de actividade hospitalar do Servigode Medicina
4, e do seu sector de Reumatologia, do Hospital de S. Jodo, agradego
o interesse que sempre mostraram no percurso deste trabalho.

A todos os amigos o meu agradecimento sentido.

Ndo esqueco o interesse amigo da Professora Maria Helena
Fernandes e da Professora Margarida Caramona, do Doutor José
Guilherme Monteiro e do Professor Anténio Sarmento, e dos Drs.
Afonso Esteves, Alberto Mota, Anténio Dinis, Berta Carvalho, Carlos
Amaro Neves, Domingos Aratjo, Fdtima Martel, Manuel Matos,
Manuel Pestana, Manuel Vaz da Silva, Nuno Borges, Pedro Nunes,
Rosa Begonha e Tiago Guimaraes.

Agradeco ao colega Luis Almeida a prestimosa ajuda na
elaboracdo grifica deste trabalho.

A familia, meus pais, minha mulher e meus filhos dedico esta
dissertacdo.
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Capitulo 1




INTRODUCAO GERAL

A destruigdo ou inactivag¢ao funcional de um 6rgao para estudar
a sua participagdo em processos fisioldgicos é um dos procedimentos
cldssicos da investigacdo biolégica. Extensamente utilizados em
metodologia experimental paraoestudodo sistemanervoso simpatico,
o0s métodos de desnervagio permitiram estudar os locais de sintese,
armazenamento e metabolizacdo do mediador simpdtico, bem como
o papel da captagdo neuronial na inactivagdo da noradrenalina.
Embora de hd muito fosse conhecido o facto de a supressdo da
inervagdo motora dos misculos estriados se acompanhar de atrofia
do 6rgéo efector, ndo eram macroscopicamente aparentes alteragdes
das estruturas privadas da inervagdo simpdtica. No entanto, a
evidéncia de que a desnervagdo simpdtica era algo mais do que a
simples auséncia de nervos foi-se acumulando. Para além dos efeitos
especificos atribuiveis a auséncia de nervos simpdticos, havia
alteracdes funcionais nos érgdos efectores (Trendelenburge Weiner,
1962; Fleming, 1963; Trendelenburg, 1963 a,b; Fleming e Westfall,
1988) descritas como a supersensibilidade da desnervagdo. Domesmo
modo, os estudos de Guimaraes et al. (1971), Osswald e Branco
(1973) e Teixeira (1977) mostraram que o efeito da cocaina, inibidor
classico da capta¢do neuronial, na remogdo e acumulagao de
catecolaminas, eramenos marcadoqueoqueresultava dadesnervagéo
simpética. Os resultados de Branco et al. (1984), evidenciando que a
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desnervagio simpatica da veia safena de Cdo se acompanhava de
diminuig¢do da captagdoe metilagdodanoradrenalina edaisoprenalina
pelosistema de captagdo extraneuronial sensivel aos corticosteroides,
permitiram reinterpretar aqueles dados (Azevedo e Osswald, 1986).
A desnervagdo simpédtica acompanha-se ainda de aumento de
receptores B nas estruturas efectoras (Glaubiger et al., 1978; Arnett
e Davis, 1979; De Peusner et al. 1979 a,b; Bobick et al, 1980; Fleming
e Westfall, 1988).

Um aspecto ndao menos fascinante desta interac¢do entre a
inervacdo simpdtica e as estruturas inervadas resultou da
demonstragdo de que a desnervagdo provocava um acréscimo
marcadissimo na producdo do factor de crescimento neuronial
(Ebendal et al., 1980; Olson et al., 1981; Kanakis et al., 1985)
aumentando a possibilidade de sobrevivéncia dos axénios poupados.

As publicagoes referindo modificagdes estruturais nos orgéos
efectores em consequéncia da desnervagio simpatica sdo em menor
nimero, surgiram mais tardiamente e com resultados aparentemente
contraditérios. Assim, Bevan (1975) e Bevan e Tsuru (1980) des-
creveram, em coelhos jovens, apds ablagdo do ganglio cervical supe-
rior, uma diminui¢fo da espessura da parede da artéria central da
orelha ipsilateral com menor nimero de células musculares lisas e
um decréscimo da actividade de sintese de ADN. De modo diverso, a
desnervacdo simpatica de coelhos mais velhos nédo alterava o nimero
de células musculares. Também a veia porta de Rato sofre modifi-
cagdes distintas, dependendo da idade dos animais, apés a desner-
vacdo simpatica. Nos ratos jovens, apds a simpaticectomia, verifica-
-seum decréscimo da 4rea de sec¢do transversal da veia porta (Ljung
etal., 1979). Pelo contrério, nos ratos adultos o mesmo procedimento

determina um aumento significativo da mesma drea (Sutter e Ljung,
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1977). Aprigliano e Hermsmeyer (1977) descreveram despolarizagéo
parcial na veia porta de ratos recém-nascidos simpaticectomizados
pela 6-hidroxidopamina, e atribuiram este efeito & remocdo da acgéo
tréfica da inervacdo simpdtica, sugerindo que houvesse alteragtes
iénicas dependentes da accdo tréfica do sistema nervoso simpdtico
nos vasos sanguineos. H4 também relatos de hipertrofia das células
musculares apés a simpaticectomia na aorta de Coelho (Fronek,
1980, 1983), no expansor secundariorum do Pinto (Campbell et al.,
1977, 1980), na veia safena de Céo, e nas artérias central da orelha
de Coelho (Branco et al., 1984) e cerebral média de ratos e coelhos
(Dimitriadou et al., 1988).

Um contributo significativo para a valorizagdo dos efeitos
tréficos da inervagdo simpatica resultou das experiéncias de
reinervacio de tecidos apds transplante para a cAmara anterior do
olho. Os tecidos transplantados sao reinervados a partirda inei'vag:éo
da iris do olho hospedeiro. Esta metodologia permite avaliar o
desenvolvimento e diferenciagdo dos tecidos transplantados,
relacionando-os com a evolugfo da reinervagdo (Burnstock, 1980,
1981; Campbell et al., 1980; Hermsmeyer e Aprigliano, 1980). Foi
assim que Tucker e Gist (1986) verificaram que ainervagdo simpética
promovia o crescimento da auricula fetal do Rato, acelerando a
divisdo celular e aumentando as dimensdes individuais das células
musculares. No mesmo modelo experimental, Campbell et al. (1980)
e Abel e Hermsmeyer (1981) verificaram que quando implantavam
fragmentos da artéria da cauda de ratos jovens espontaneamente
hipertensos (SHR) ou controlo (WKY) na cimara anterior do olho de
ratos da mesma estirpe ou da que servia para comparag¢do,estes
adquiriam, apés a reinervagéo, as caracteristicas das células do
hospedeiro. Nas cAmaras inervadas os vasos adquiriram as
caracteristicas (potencial de repouso, sensibilidade a4 noradrenalina)
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préprias do hospedeiro. Contudo, quando transplantadas para
camaras previamente desnervadas, as artérias mantinham as
propriedades de membrana préprias do dador, ndo se convertendo as

do animal receptor.

Embora as circunstancias em que se efectuam as culturas de
células, de tecidos e de érgdos tornem a sua interpretacgdo dificil,
estas experiéncias tém permitido evidenciar efeitos tréficos de ner-
vos simpdticos ou do mediador nas células musculares lisas. Os
nervos simpdticos retardam o processo de desdiferenciagéo e proli-
feracdo das células musculares em cultura (Chamley et al., 1974;
Chamley e Campbell, 1975,1976; Burnstock, 1981).

A supersensibilidade & noradrenalina da veia porta do Rato em
cultura de 6rgao (Abel et al., 1980) e a da veia onfalomesentérica de
Galinha em cultura celular (Hermsmeyer e Aprigliano, 1980) seriam
consequéncia da desnervacdo simpdtica. Esta supersensibilidade
era suprimida quando se juntava noradrenalina ao meio de cultura.
Em condi¢ies experimentais andlogas, 0s nervoes simpdticos
aumentavam a formacio de nexos entre as células musculares lisas,

bem como a formacéo de feixes musculares (Chamley et al., 1974).

A noradrenalina foi logicamente o primeiro candidato
considerado quando se procurava identificar o factor ou factores
responsdveis pelas acgdes tréficas da inervagdo simpdtica. Muitos
estudos documentam efeitos das catecolaminas que poderiam
justificar a aceitagdo do seu papel como factores tréficos. As
catecolaminas alteram processos metabdélicos (Ellis, 1980), modificam
a sintese de proteinas especificas do miocardio (Naftchi et al, 1979),
interferem no metabolismo dos 4cidos nucleicos (Casti et al., 1977;
Russel et al., 1976) e no controlo da proliferagio celular (Whitfield,
1980). Em células miocdrdicas isoladas a noradrenalina aumenta a

28



sintese do ARN e a sintese proteica (Simpson, 1985).

Szo vérios os mecanismos pelos quais a noradrenalina pode
actuar, ou melhor, os mecanismos de transdugdo dos fenémenos
desencadeados na membrana celular, previsivelmente apés activagao
de receptores, para o subsequente aumento de actividade metabdlica
e de crescimento celular. Os agonistas dos receptores o, estimulam
a producéo de diacilglicerol (Brown e Buxton, 1985); a activagéo da
fosfoctnase C (PKC), promovida pelo diacilglicerol pode induzir a
expressdo de proto-oncogenes e modular o crescimento celular
subsequente (Nishizuka, 1988); por activac¢do de receptores o, pode
também aumentar a expressio de proto-oncogenes c-myc (Starksen
et al., 1986) e verificar-se em células do miocdrdio de recém-nascidos
reorientacdo na producéo de dcido ribonucleico mensageiro (ARN_)
e proteinas de B miosina de cadeia pesada, prépria das células de
adulto, para B miosina fetal (Waspe et al., 1990). Contudo, os estudos
em células miocirdicas de ratos adultos demonstraram um acréscimo
global da sintese proteica (Fuller et al., 1990), mas néo da sintese de
proteinas contrécteis (Dubuset al., 1990). Estas diferengas poderiam
dever-se a mudancas no decurso do desenvolvimento das células do
recém-nascido, ainda em divisdo, para a sua situagéo terminal,
diferenciada, do adulto, que se traduziriam por diminui¢do donimero
ou sensibilidade de receptores o, (Schaffer e Williams, 1986). Para
além disso, e porque as células neonatais diferem bioquimica, fisio-
l6gica e farmacologicamente (Claycomb, 1983; Cooper, 1987) das
suas equivalentes maduras, ndo é inesperado que a regulagdo do
crescimento possa diferir marcadamente nas duas situagdes.

O aumento do AMP ciclico intracelular incrementa a sintese
proteica em geral (Xenophontos et al., 1988). Os receptores B,
acoplados a adenilciclase estimulam, quando activados, a sua
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producdo. Contudo, com aisoprenalina, apenas se verifica um aumento
de proteinas néo contracteis (Dubus et al., 1990). O aumento de fluxo
iénico desencadeado pelos agonistas simpaticos, particularmente de
s6dio, tem-se associado com o inicio do crescimento das células.

Os modelos de regeneracio hepitica apés hepatectomia ou de
estudo in vitro de células hepatocitdrias também tém permitido
estudar algumas das acgoes tréficas das catecolaminas. Estas,em
modelos de proliferagio hepatocitdria in vitro, ndo estimulam
directamente a sintese de ADN, mas podem modular a sintese
desencadeada poroutros factores. Emestadiosiniciais daregeneragéo
hepética apds hepatectomia tem-se demonstrado (Cruise etal., 1987)
que o bloqueio de receptores o, abole a primeira onda de sintese de
ADN, usualmente manifesta as 24 horas. Também in vitro, em
culturas de hepatécitos, se verificou que a noradrenalina, ndo tendo
efeitos mitogénicos directos (Cruise et al., 1985), aumenta o efeito
mitogénico de factores de crescimento e diminui os efeitos de factores
inibitérios do crescimento, propriedades normalmente atribuidas as
substancias designadas por factores tréficos co-mitogénicos (ou
desencadeantes de crescimento). A noradrenalina aumenta o efeito
mitogénico de factores de crescimento tais como o factor de crescimento
epidérmico (EGF), ndo tendoisoladamente qualquer acgdo mitogénica
(Cruise et al., 1986). Este efeito é mediado por receptores o.,.

Por outro lado, a noradrenalina, também por acgdo sobre
receptores o, antagoniza o efeito inibidor da mitogénese do factor
B transformador do crescimento (TGFB) (Houck et al., 1988; Houck
e Michalopoulos, 1989). Todos estes estudos mostram que a noradre-
nalina, ndo sendo um factor mitogénico completo para os hepatécitos,
exerce efeito modulador da ac¢do de mitogéneos e de inibidores da
mitogénese, podendo modificar a proliferagdo celular.
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As alteragdes descritas na veia safena de Céo apés desnervagédo
simpética por clampagem, quer as funcionais (reducdo da capacidade
de acumulagdio e metilacdo de catecolaminas pelo sistema
extraneuronial), quer as estruturais (aumento significativo das
dimensdes das células musculares lisas e dos fibroblastos; aumento
do volume nuclear com nucléolos proeminentes; acumulacio de
reticulo endoplasmético rugoso; aumento do ntimero de fibroblastos;
aparecimento de mastécitos), apontam para uma desdiferenciagéo
das células efectoras, que aumentam a actividade de sintese quando
privadas da inervacdo simpdtica (Branco et al., 1984). Este efeito
tréfico, de cardcter restritivo, na modulagdo do fenétipo das células
efectorasnio pafece dever-se ao mediador simp4tico, pois se verificou
que a infusio continua de noradrenalina, por via intravenosa, nao
previne as alteragdes morfolégicas e funcionais causadas pela
desnervagio simpédtica (Branco et al., 1984). Na sequéncia deste
estudo demonstrou-se que a noradrenalina ndo s6 ndo prevenia as
alteracdes decorrentes da simpaticectomia, como determinava
modifica¢des idénticas as da desnervac¢do (degenerescéncia de
terminais simpéticos da veia safena contralateral, modificagdes do
fenétipo das células musculares lisas vasculares, diminui¢do da
captagdo e metilacdo de isoprenalina) (Albino-Teixeira et al., 1989).
Estes resultados, evidenciando a ineficdcia da noradrenalina na
prevencdo das modificagdes estruturais e funcionais da veia safena
de Céo desnervada cirurgicamente, conduziram & tentativa de iden-
tificagdo de outros factores responsdveis pelas acgdes tréficas dos

nervos simpaticos.

Os resultados obtidos até ao inicio deste estudo suscitaram
algumas questdes e a proposta nuclear de que os efeitos tréficos da
inervagdo simpética se poderiam dever a acgdo do ATP ou dos seus
metabolitos.
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A proposta inicial era a de verificar se a infuséo de agonistas
purinérgicos permitia prevenir as alteragdes causadas pela
desnervacdo. Ndo era possivel infundir ATP porque era rapidamente
metabolizado, tornando dificil distinguir os seus efeitos directos dos
dos seusmetabolitos. Os andlogos estaveis do ATP, entdo disponiveis,
também ndo eram adequados para serem utilizados nas condigdes
dos modelos experimentais que vinhamos estudando (por razdes de
poténcia e solubilidade, e por exercerem antagonismo parcial dos

receptores).

Optamos, assim, pela infusio de adenosina e do seu andlogo
5'-N-etilcarboxamidoadenosina. Utilizdmos ainda a inosina por ser
o metabolito da adenosina e ndo estarem descritos efeitos seus sobre
os receptores adenosinérgicos, servindo assim de contra-prova a
hipétese de que ndo se tratava de efeitos bioquimicos intracelulares
da adenosina, mas antes de efeito mediado por receptores que ela

activava.

Como algumas das alteragoes descritas poderiam ser atribuidas
as condi¢des particulares do modelo de desnervagfdo simpatica
estudado (anoxia durante 5 minutos do segmento de veia safena a
desnervar), resolvemos comprovar se se verificava o mesmo padrao
de alteragdes apds a desnervagdo da veia safena por outro processo
(simpaticectomia quimica pela 6-hidroxidopamina).

Tendo-se demonstrado que as alteragdes eram similares,
estendeu-se a este modelo o estudo dos efeitos dos agonistas
purinérgicos. Sabendo-se que os efeitos tréficos dainervagfo simpética
eram também evidencidveis no miocdrdio e no figado, procuramos
verificar se os factores em estudo eram igualmente intervenientes
nestas estruturas. Como se verificou que ainfusio de noradrenalina

tinha efeitos neurotéxicos evocadores dos descritos para a 6-hidroxi-
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dopamina, procurdmos estudar os mecanismos que explicam esta

similitude.

Quando finalmente se pdde dispor de um bloqueador de
receptores da adenosina com propriedades de poténcia e solubilidade
adequadas a utilizacdo nos nossos modelos experimentais, procuramos
verificar se a sua infusdo causava alteragoes tréficas idénticas as da

desnervacdo simpética.
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Capitulo 11




EFEITOS DA DESNERVACAO SIMPATICA NO CORA-
CAO, NAARTERIA MESENTERICA E NA VEIA SAFENA
DE CAO - PAPEL DOS AGONISTAS PURINERGICOS

INTRODUCAO

A participacio das purinas nometabolismo celular, na replicacao
e na comunicacéo intercelular tem atraido crescente atengao desde
que foi descrita a suaintervengédo na regulagio de processos fisiol6gi-
cos (Drury e Szent-Gyorgyi, 1929; Berne, 1964). O reconhecimento
do papel fisiolégico dos nucleotideos e nucleosideos purinérgicos na
modulacéo de respostas celulares foi reforgado com o conhecimento
de que o ATP coexiste com a noradrenalina nas vesiculas dos
terminais simpéticos (Schumann, 1958; Stjarne e Lishajko, 1966;
Geffen e Livett, 1971; Lagercrantz e Stjidrne, 1974; Richards e Da
Prada, 1977; Burnstock, 1978), que sdo dotadas de sistema de
captagdio de ATP e de outros nucleotideos (Kostron et al., 1977; Win-
kler, 1977; Aberer et al., 1979).

E muito varidvel arelagdo descrita entre o contetido de noradre-
nalina e o de ATP nas vesiculas, tendo-se referido valores entre 4 e
60 (Fredholm et al., 1988; Burnstock, 1990). Também nas vesiculas
das células cromafins da suprarrenal se identificou ATP coexistindo
com a noradrenalina (Hillarp et al., 1955; Blaschko et al., 1956; Von
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Euler et al., 1963).

A libertagdo conjunta de noradrenalina e ATP, inicialmente

estudada nas taenia coli de Cobaia (Suetal., 1971) apds incorporagéo
de adenosina tritiada, foi depois sugerida, na vesicula seminal de
Cobaia por Nakanishi e Takeda (1973), e verificada, em vasos de
Coelho por Su (1975), tendo depois sido descrita em variadas
preparacdes (tecido adiposo de Céo, rim de Coelho, canal deferente
de Cobaia, membrana nictitante de Gato, veia porta de Coelho e
canal deferente de Rato), nas quais a estimula¢do simpdtica €
acompanhadadelibertagdo de purinas. O ATPlibertado dos terminais
nervosos pode actuar directamente sobre receptores da membrana
celular das estruturas inervadas, ou indirectamente, apés a sua
metabolizacdo em adenosina. O ATP libertado é rapidamente
inactivado por ecto-ATPases e ecto-nucleotidases (Gordon, 1986)
formando-se adenosina que é modulador da libertagdo de diversos
neurotransmissores (Su et al., 1971; Fredholm, 1976: Burnstock,
1978; Ribeiro e Sebastido, 1991). A capacidade das ectonucleo-
tidases formarem adenosina a partir do ATP foi proposta como
processo regulador da comunicagdo intercelular (Williams, 1989).

A adenosina, para além de poder ser formada por hidrélise
extracelular do ATP por acgéo de ecto-nucleotidases, pode serlibertada
para o meio extracelulara partir das células. O ATP pode ser formado
dentrodas células a partir da adenosina captada de novo ou recaptada
ap6s libertagdo. Ambos os processos estdo intimamente envolvidos
nas vias energéticas intracelulares. Este facto dificultou a aceitagao
de que as mesmas substincias pudessem actuar como mensageiros
de célula para célula. A esta dificuldade conceptual acrescia a que
resultava do conhecido papel dos neurotransmissores e da
especificidade dos mecanismos da sua sintese, de armazenamento

em estruturas especializadas, de libertagdo e metabolizagdo. Ora
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estes quesitos nfio eram totalmente preenchidos por estes “candida-
tos” a mediadores. A interpretacdo proposta por Williams (1989) foi
a de que a adenosina funciona como agente efector “pardcrino”, e
assim o estado metabdlico tecidual e concomitantes necessidades
energéticas determinariam os niveis extracelulares da adenosina.
Em contraste, o ATP funcionaria como cotransmissor, sendo liber-
tado com os neurotransmissores cldssicos para a fenda sindptica.

A degradacéo extracelular do ATP é rdpida, nela podendo estar
envolvidas vdrias enzimas (Gordon, 1986). Assim, alguns dos efeitos
do ATP podem dever-se a actuagdo sobre receptores A, ou A,, apés
metaboliza¢do em ADP e adenosina (Moody et al., 1984).

Em 1978 Burnstock propds uma classificagdo de receptores
purinérgicos em P e P, assente em quatro critérios: a poténcia rela-
tiva do ATP, do AMP e da adenosina; a acgdo selectiva dos antago-
nistas; a activacgéo ou inibi¢do da adenilciclase pela adenosina, mas
nio pelo ATP; ainducio da sintese de prostaglandinas pelo ATP, mas
n#o pela adenosina. Partindo destes critérios, Burnstock designou
como receptores purinérgicos P, aqueles para os quais a adenosina
e o AMP sido agonistas preferenciais, as metilxantinas sao antago-
nistas competitivos e de cuja activagéo resulta a inibigéo ou estimu-
lacéo da adenilciclase. Os receptores P, respondem melhor ao ATP e
ADP do que ao AMP e a adenosina, nfo sdo antagonizados pelas
metilxantinas, ndo tém como segundo mediador o sistema da adenil-
ciclase e asuaactivaciio acompanha-se de sintese de prostaglandinas.

Os receptores purinérgicos P, subdividem-se em A e A,, de
acordo com as poténcias relativas de andlogos da adenosina, e
também em funcéo da activagio da adenilciclase (Van Calker et al.,
1979; Londos et al., 1980; Ribeiro e Sebastido, 1986; Burnstock,
1989). De modo geral, os receptores A, sdo preferencialmente activa-
dos por andlogos da adenosina substituidos em N°, enquanto que os

39



A, mostram preferéncia pelos substituidos em 5'. Assim, o es-
calonamento com base na poténcia relativa para os agonistas dos
receptores A, é o seguinte (por ordem decrescente): L-N®-feniliso-
propiladenosina (L-PIA), Nf-cicloexiladenosina (CHA) > 2-cloroad-
enosina (CADQ) > 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA), D-N°-
fenilisopropil-adenosina (D-PIA), e a sua activagdo acompanha-se de
decréscimo da actividade da adenilciclase. A seriagdo em relagdo aos
receptores A, é NECA > CADO > L-PIA, CHA e ap6s a sua activagao
h4 aumento da actividade da adenilciclase. Embora obedecendo a
estes padrdes, a posi¢éio relativa dos agonistas neste escalonamento
varia de tecido para tecido. A caracterizagdo das acgdes da adenosina
padecia assim de limitagdes resultantes de, até hd pouco tempo, nao
haver agonistas e antagonistas especificos para cada um dos recep-
tores. Esta limitacdo é acrescida pela variabilidade das poténcias
relativas dos agonistas adenosinérgicos dependente da espécie.
Também se verificam diferencas no mesmo animal, de tecido para
tecido, tornando a actividade dos agonistas e bloqueadores varidvel
em funcido da proveniéncia do receptor em estudo. Esta variabilidade
é por vezes significativa e de diferentes ordens de magnitude.
Recentemente tém-se desenvolvido antagonistas especificos (Ukena
et al., 1986; Schwabe et al., 1988; Trivedi e Bruns, 1988), o que
permitird melhor esclarecimento destes mecanismos. Ribeiro e
Sebastiio (1986) propuseram um subtipo de receptor que desig-
naram por Aa, identificdvel no coragdo e em terminais nervosos, nao
acoplado a adenilciclase. Outro local activado pela adenosina, e que
modula a adenilciclase, tem localizag¢do intracelular, ndo é blo-
quedvel pelas xantinas e tem-se designado por P (Haslam et al., 1978;
Londos et al., 1980).

Um exemplo, embora ainda com larga margem especulativa, de

efeitos de modulacio fenotipica dependentes das purinas, ¢ o que tem
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sido descrito no sistema nervoso central. Aqui h4 conexdes sindpticas
que sdo susceptiveis de serem modificadas funcionalmente e morfo-
logicamente por estimulos externos. Estes mecanismos de plasti-
cidade sindptica subjazem a processos de aprendizagem e memoria
(Tsukahara, 1981). Kuroda (1989) propds um papel fisiolégico para
0 ATP e adenosina na regulacdo da plasticidade sindptica no sistema
nervoso central. O ATP e a adenosina influenciariam a memoéria,
condicionando a sinaptogénese (a formagdo, estabilizagdo para o
ATP einibigdolateral para a adenosina), com eliminagéo selectiva de
sinapses niousadas. Demonstrou-se ainda que aadenosina aumenta
aactividade da hidroxilase da tirosina em sinaptossomas provenien-
tes do estriado de Cobaia (Kuroda e Kobayashi, 1978), facto também
verificado em células cromafins da suprarrenal em cultura (Kuroda
et al., 1982).

QOutro campo de crescente atengio ao papel da adenosina é o das
situagdes de hipoxia, anoxia/reperfuséo e neoangiogénese. A angio-
génese verificada em circunstincias de hipoxia tem motivado estudos
com o objectivo de identificar o factor ou factores que a promovem.
Em culturas de células endoteliais, a adenosina e a hipoxia estimu-
lam o crecimento celular, e este efeito é antagonizado pela 8-fenil-
teofilina em ambas as circunstancias (Meininger, 1988). Adensidade
da rede capilar da membrana corioalantoideia do embrido de Pinto
é aumentada quando se implanta um sistema de libertagéo prolon-
gada de adenosina (Dusseau et al, 1986). Este efeito é parcialmente
antagonizado pelo bloqueador dos receptores da adenosina 3-isobu-
til-1-metilxantina (Dusseau e Hutchins, 1988). A administragdo
prolongada de adenosina aumenta a densidade da rede capilar no
miocdrdio e nos musculos esqueléticos (Ziada et al., 1984).

Ha também evidéncia experimental de que a adenosina é um

factor quimiotatico para os leuc6citos, bem como para as células
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endoteliais (Meininger, 1988). De maior relevo para a tese em defesa
é o conhecimento de que as células musculares lisas tém receptores
A, (Anand-Srivastava, 1982) e também A, que medeiam alteragdes
bidireccionais de inibig¢fio ou de estimulagdo, na formagdo de AMP
ciclico e na sintese de ADN (Jonzon et al., 1985).

MATERIAIS E METODOS

Simpaticectomia cirurgica

Cies deracaindeterminadapesando8a 16 kg eram anestesiados
com pentobarbital sédico (30 mg/kg), injectado por via endovenosa
numa das patas anteriores. A veia safena lateral era exposta e
dissecada do tecido subcutineo adjacente. Efectuava-se a desnervagdo
colocando pingas arteriais no tronco principal da veia imediatamente
a montante da junc¢do dos ramos dorsal e plantar e cerca de 5 cm
acima. As pingas eram removidas apés 5 minutos. Aincisdo operatéria
era suturada com seda. Injectava-se 10° unidades de penicilina
clemizole por viaintramuscular e, apés recobro anesté sico, mantinh a-
-se 0s animais em gaiolas individuais com acesso livre a alimentos e
dgua. Cinco dias apés a cirurgia eram reoperados sob 0 mesmo tipo
de anestesia, removendo-se fragmentos de veias controlo e
desnervadas.

Simpaticectomia quimica

QOutro grupo de cdes, apds indugdo anestésica, erainjectado com
6-hidroxidopamina (6-OHDA) (10 mg/kg no dia 0 + 10 mg/kg no

42



dia 1)esacrificado ao quintodia, colhendo-se fragmentos do ventriculo
esquerdo, de artérias mesentéricas e de veias safenas.

Infusio de farmacos

Utilizaram-se mini-bombas osméticas Alzet (modelo ZML1)
para infundir prolongadamente e com débito constante os farmacos
em estudo. Apés preenchimento do reservatério com a solugéo a
infundir, ligavam-se a catéteres finos de polietileno e eram colocadas
em solugdo cloretadaisoténica esterilizada, aquecida a 37°C, durante
4 horas, para que oliquido atingisse o topo do catéter e se estabilizasse
o ritmo de infusdo. As mini-bombas osméticas eram implantadas no
tecido celular subcutaneo da perna do cdona altura da dissecgdo para
desnervagdo cirtrgica. Utilizava-se metodologia semelhante para
implantacgdo das bombas osméticas no caso da desnervagido quimica.
O catéter era inserido no ramo plantar da veia safena desnervada e
aincisdo suturada. Cinco dias depois, quando os cdes eram reoperados,
verificava-se o estado funcional do dispositivo porinspecgédo visual do
catéter (auséncia de codgulos) e da bomba (lumen colapsado, medigao

do volume residual).

Recorrendo a esta metodologia infundiu-se noradrenalina
(0,1 pg/kg h'), adenosina (10 pg/kg h''), inosina (10 ng/kg h') ou
5'-N-etilcarboxamidoadenosina (0,1 pg /kg h).

Doseamento de noradrenalina

Cinco dias apés a cirurgia ou apés a primeira injecg¢do de
6-OHDA, os cies eram reoperados, como se descreveu. Removiam-se
segmentos das veias infundidas e contralaterais, das artérias
mesentéricas e do ventriculo esquerdo, separavam-se fragmentos
para estudo morfolégico e o restante tecido era lavado em liquido de
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Krebs, seco com papel de filtro, pesado e colocado em 2 ml de dcido
perclérico (0,1 mol/l) durante 24 horas. Adicionava-se entdo 50 mg
de alumina a aliquotas de 1,5 ml do 4cido perclérico onde tinham
permanecido os tecidos, o pH da amostra era ajustado a 8.6. As
catecolaminas adsorvidas eram entdo eluidas da alumina em
microfiltros Millipore (MF1) com 20 pl de dcido perclérico (0,1 mol/l);
injectavam-se 50 nl de eluido num cromatégrafo liquido de alta
pressdo com detecgéo electroquimica (BAS modelo 302 LC4A). A fase
mével era uma solugéio desgaseificada de 4cido citrico (0,1 mol/l),
acetato de sédio (0,1 mol/l), octilsulfato de sédio (0,5 mmol/1), EDTA
(0,15 mol/), dibutilamina (1 mmol/l) e metanol (10% v/v), perfundida
com o fluxo de 1 ml/min. Utilizou-se um eléctrodo de pasta de carvao
e o potencial de detecgdo era de 0,75 V. O padréo interno era a
dihidroxibenzilamina, injectando-se noradrenalina em varias
concentragdes. O limite inferior de detecgdo de noradrenalina nas

nossas condig¢des era de 10 pg por amostra.

Avaliacio estatistica

Os resultados foram expressos como médias aritméticas * des-
vio padréo. Utilizou-se o teste t de Student para a comparagéo de
médias e a diferenca considerou-se significativa para P<0,05.

Farmacos utilizados

A adenosina, a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), a inosina, 0
bitartarato de l-noradrenalina e a 5'-N-etilcarboxamidoadenosina
(NECA) adquiriram-se a Sigma chemical Company (St. Louis, MO,
USA). A 6-hidroxidopamina era armazenada num exsicador a 4°C e
dissolvida num veiculo contendo cloreto de s6dio a 0,9% e dcido ascér-
bico (1 mg/ml), previamente borbulhado com azoto durante 5 minutos.
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Estudo morfolégico

Os fragmentos de tecidos eram fixados por imersdo em
glutaraldefdo a 3% em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,3, durante 90
minutos a temperatura de 4°C. O tecido era entdo lavado durante a
noite em tampéo cacodilato com sacarose 0,6M a 4°C e pés-fixado
numa solugéo de tetréxido de 6smio em tampéo cacodilato 0,1 M, pH
7,3, durante 1 hora 4 temperatura de4°C. Procedia-se a desidratagao
com etanol e 6xido de propileno e incluia-se em Epon 812 por forma
a permitir seccionamento transversal. Cortes semifinos de cerca de
1 um, obtidos num ultramicrétomo LKXB(de 5 blocos de cada situagao
experimental), eram corados com azul de toluidinaa 1% ebéraxa 1%
e observados no microscépio éptico. Todas as células musculares e
nicleos de fibroblastos observados em cada secgdo (com excluséo das
extremidades) eram desenhados com auxilio de cAmara clara numa
ampliacdo final de 860 vezes. Nas células musculares lisas tomava-
se o diAmetro ao longo do menor eixo da secgdo da célula como o
didmetro real. Nos ntcleos dos fibroblastos (escolhidos em vez da
célula dada a forma muito irregular e varidvel do seu citoplasma)
media-se o maior diAmetro e o eixo perpendicular. Estes dois valores
eram entdo usados para calcular o didmetro médio (D) para cada
nicleo (Weibel, 1973). Procedeu-se da mesma forma para efectuar as
medig¢oes dos nicleos das células miocédrdicas. Todas as medigoes
foram efectuadas sob ocultagdo dos cédigos experimentais até a sua
conclusio. Cortes finos, obtidos num ultramicrétomo LKB, corados
com acetato de uranilo e citrato de chumbo, foram observados num
microscépio electrénico Siemens Elmiskop a 80 KV.
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RESULTADOS

VEIAS SAFENAS

Teor de noradrenalina

Os resultados do doseamento danoradrenalinanas veias safenas
estdo reunidos nas tabelas 1 e 2. Quer a desnervagdo cirdrgica
(Tabela 1), quer a simpaticectomia quimica (Tabela 2) depletaram
significativamente a noradrenalina da veia safena, reduzindo-apara
valores inferiores a 10% dos valores de controlo. A infusdo de
adenosina, inosina ou 5'-N-etilcarboxamidoadenosina nas veias
desnervadas cirurgicamente ndo preveniu a deplec¢do da
noradrenalina (Tabela 1). De igual modo, as veias safenas dos cées
desnervados pela 6-hidroxidopamina e infundidos com adenosina
apresentavam uma redugdo no teor de noradrenalina que nao diferia
da observada nos tratados exclusivamente com 6-hidroxidopamina
(Tabela 2).

Tabela 1 - Teor de noradrenalina (NA) em pg/g, nas veias safenas de caes
controlo, de cies desnervados cirurgicamente e de cies desnervados
cirurgicamente e tratados com noradrenalina (NA),adenosina (A),inosina

(I) ou 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA); valores expressos como
média = desvio padrao.

Teor de
n noradrenalina

Veia controlo 4 2,47+0,24

Veia desnervada 4 0,15+0,05%
Veia desnervada + NA (0,1 pg’kg h'') 5 0,23+0,05*
Veia desnervada + A (10 pg’kg h'') 4 0,25+0,09*
Veia desnervada + I (10 pg/kg h?) 4 0,25+0,06*
Veia desnervada + NECA (0,1 ng/kg h'!) 4 0,24+0,07*

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)
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Tabela 2 - Teor de noradrenalina (NA) em ng/g, nas veias safenas de caes
controlo, de cies tratados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e de caes
tratados com 6-OHDA + adenosina; valores expressos como média =
desvio padrao.

Teor de
n noradrenalina
Controlo 4 2,47+0,24
6-OHDA (10 + 10 mg/kg) 4 0,32+0,09*
6-OHDA (10 + 10 mg/kg) + A (10 pg/kg h't) 4 0,31+0,08*

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)

Morfologia

As veias safenas dos cdes desnervados pela 6-hidroxidopamina
apresentavam alteragdes morfolégicas similares as descritas em
consequéncia da desnervagdo cirdrgica. Os terminais adrenérgicos
apresentavam sinais de degenerescéncia (diminuigdo do niimero de
vesiculas, vesiculas vazias, corpos densos). As células musculares
lisas e os fibroblastos tinham nicleos de aspecto exuberante, ricos em
eucromatina, com aumento do nimero de nucléolos, com numerosas
indenta¢des da membrana nuclear e aumento do reticulo
endoplasmdtico rugoso. Nas veias desnervadas identificava-se
mastdécitos, ausentes das veias safenas de controlo.

A morfometria em microscopia de luz permitiu confirmar que a
desnervacdo se acompanhava de um aumento significativo das
dimensdes das células musculares lisas quer quando se procedia a
desnervagdo cirdrgica por clampagem (Tabela 3), quer quando se
efectuava a simpaticectomia quimica (Tabela 4), De igual modo as
dimensdes dos nicleos dos fibroblastos estavam significativamente

aumentadas nos dois modelos experimentais (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 - Influéncia danoradrenalina (NA), Adenosina (A),inosina (I) eda
5'.N-etilcarboxamidoadenosina (NECA) nos efeitos da desnervagio
cirirgica sobre a morfologia da veia safena lateral do Cao. Resultados
expressos como média + desvio padréo. (n - nimero de cdes tratados; nimero
de células medidas ~ 500 em cada série experimental).

Diametrodas Diametromé-
células mus- dio do niicleo

culares lisas dos fibro-
n (zm) blastos (um)
Veia controlo 4 6,10+0,70 3,76+0,90
Veia desnervada 4 9,70+0,20* 5,70+0,562*
Veia desnervada + NA (0,1 pg'kg h'') 5 10,09+1,52* 6,09+1,39*
Veia desnervada + A (10 pg/kg h') 4 5,90+0,59** 4,48+1,10%*
Veia desnervada + I (10 pg/kg h'l) 4 9,60+0,31* 5,80+0,82*
Veia desnervada + NECA (0,1 pgkght) 4 6,00+0,80** 4,42+1,00**

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)
*#* Qjgnificativamente diferente da veia desnervada (p<0,005)

A infusdo de noradrenalina (0,1 pg/kg h') durante 5 dias néo
preveniu as alteragdes causadas pela desnervagdo cirtirgica. A adeno-
sina (10 pg/kg h') e a 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (0,1 ng/kg it
infundidas da mesma forma durante cinco dias, preveniram as
alteracdes morfolégicas das células musculareslisas e dos fibroblastos,
causadas pela desnervagio (Tabela 3). Nas preparagdes das veias
safenas tratadas com adenosina ou 5'-N-etilcarboxamidoadenosina
nio se observaram mastécitos. A inosina (10 pg/kg h') ndo evitou as
alteracdes morfolégicas consequentes & desnervacéo (Tabela 3).

A adenosina (10 pg/kg h!) preveniu totalmente as alteragdes
morfolégicas causadas pelo tratamento com a 6-hidroxidopamina, de
forma andloga ao que se verificou com a desnervagio cirdrgica.
Assim, as células musculares lisas e os fibroblastos das veias dos
animais tratados com 6-hidroxidopamina e adenosina néo
apresentavam sinais de aumento de actividade de sintese (Tabela 4)
nem de desdiferenciag¢do das células avaliadas.

48



Tabela 4 - Influéncia da adenosina (A) nos efeitos morfolégicos da desner-
vagiio quimica (6-OHDA, 10 + 10 mg/kg) na veia safena lateral do Céo.
Resultados expressos como média = desvio padréo. (n - nimero de cées
tratados; nimero de células medidas ~ 500 em cada série experimental).

Diametrodas Diametro mé-
células mus- dio do nicleo

culares lisas dos fibro-
. n (um) blastos (um)
Controlo 4 6,10+0,70 3,76+0,90
6-OHDA (10+10 mg/kg) 4 8,80+0,30* 5,30+0,48*
6-OHDA (10+10 mg/kg) + A(10 pg/kgh') 4 5,95+0,62** 4,41+0,96%*

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)
** Significativamente diferente da veia desnervada (p<0,05)

Verificou-se assim, que as dimensdes destes tipos celulares néo
diferiam dos controlos. Tambémnao foi possivel identificar mastécitos

nestas preparacoes.

CORACAO E ARTERIAS MESENTERICAS

Teor de noradrenalina

Os resultados do doseamento da noradrenalina no coragao e
artérias mesentéricas(Tabela 5)evidenciam adeplecc¢do significativa
de noradrenalina tecidual nos animais tratados com a 6-hidroxi-
dopamina. Nos ventriculos verificou-se redugéo para valoresinferiores
a 10% dos valores controlo, enquanto que nas artérias mesentéricas
adepleccdofoi menosintensa, atingindo, no entanto, valoresinferiores
a 20% dos valores de controlo. A infusdo de adenosina néo prevenia

adepleccdodenoradrenalina causada pela simpaticectomia quimica.
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Tabela 5 - Teor de noradrenalina (NA) no coragéo e artérias mesentéricas
de ciies controlo e cies tratados com 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
adenosina ou 6-OHDA + adenosina (valores expressos como média + desvio
padrido da média).

NA (uglg)
Ventriculo Artéria
n esquerdo mesentérica
Controlo 4 570+29 4480+264
6-OHDA (10+10 mg/kg) 4 50+19* 998+226*
Adenosina (10 pg/kg ht) 4 566+32 4450249
6-OHDA (10+10 mg/kg) + A(10 pgkgh') 4 54+23%* 1024+296*

* Significativamente diferente do controlo (p<0,01)

Morfologia

Osnucleosdas célulasmiocardicas dos cdes simpaticectomizados
tinham um aumento significativo das dimensdes (Tabela 6) e
apresentavam maior niimero de nucléolos do que os nicleos das
células ventriculares dos animais controlo. De igual modo, as
dimensdes dos nicleos dos fibroblastos estavam significativamente
aumentadas nos ventriculos dos animais desnervados. As artérias
mesentéricas de cdes desnervados pela 6-hidroxidopamina
apresentavam altera¢des morfolégicas idénticas as descritas em
consequéncia da desnervacgdo das veias safenas. Os terminais
adrenérgicos apresentavam sinais de degenerescéncia. As células
musculares lisas e os fibroblastos tinham nicleos aumentados de
volume de aspecto exuberante e era evidente marcado aumento do
reticulo endoplasmatico rugoso.
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Tabela 6 - Diametro médio do nicleo das células miocardicas e fibroblas-
tos do ventriculo de cies controlo, tratados com 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), adenosina ou 6-OHDA + adenosina; resultados expressos como média
+desvio padraoda média (n - nimero de cdes tratados; nimero de células contadas:
400 a 600).

n Miécitos Fibroblastos
(um) (um)
Controlo 4 5,71+0,96 3,86+0,92
6-OHDA (10+10 mg/kg) 4 7,21+0,88* 5,32+0,44*
Adenosina (10 pg/kg h') 4 5,81+0,99 3,74+0,76
6-OHDA (10+10 mg/kg) + A(10 pg/kg h') 4 5,86+0,79 3,82+0,88

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)

A morfometria em microscopia de luz permitiu confirmar que
a simpaticectomia quimica se acompanhava de um aumento
significativo das dimensdes das células musculares lisas, bem como
das dimensdes dos ntcleos dos fibroblastos (Tabela 7).

A adenosina (10 png/kg h') preveniu totalmente estas alteragoes
morfolégicas quer no ventriculo esquerdo, quer nas artérias
mesentéricas (Tabelas 6 e 7). Foi assim evidente que a adenosina
prevenia os sinais de aumento da sintese e de desdiferenciagéo das

células avaliadas, que acompanhavam a desnervagéo quimica.

Tabela 7 - Didmetro médio das células musculares e dos nicleos dos fibro-
blastos da artéria mesentérica de céies controlo e cies tratados com 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), adenosina ou 6-OHDA +adenosina; resultados
expressos como média + desvio padrdo da média (n - nimero de caes tratados;
nimero de células contadas: fibroblastos ~ 300, células musculares ~ 1000).

n Células Fibroblastos
musculares
(um) (um)
Controlo 4 4,66+1,28 3,68+0,90
6-OHDA (10+10 mg/kg) 4 6,41+1,63* 5,44+0,61*
Adenosina (10 pg/kg h'') 4 4,54+1,18 3,59+0,84
6-OHDA (10+10 mg/kg) + A(10 pg/kg h') 4 4,56+1,59 3,78+0,69

* Significativamente diferente do controlo (p<0,001)
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DISCUSSAO

A veia safena lateral de Céo foi eficazmente desnervada pela
6-hidroxidopamina, como se comprovou pelo doseamento da
noradrenalina nos tecidos e pela observagdo ultrastrutural de
terminais neuroniais em degenerescéncia, ndo sendo visiveis
varicosidades simpdticas normais, cinco dias apés o inicio do
tratamento. A utilizagdo de 6-hidroxidopamina com o objectivo de
efectuar simpaticectomia estd largamente consagrada (Tranzer e
Thoéenen, 1968; Thoenen, 1972), embora os tecidos vasculares sejam
usualmente menos sensiveis ao neurotéxico do que o coragdo
(Berkowits et al., 1972; Finch et al., 1973; Kostrzewa e Jacobowits,
1974; Lorez et al., 1975). De igual modo, era conhecida a resisténcia
relativa daveia safena de Cdo & desnervagéo pela 6-hidroxidopamina
(Soares-da-Silva e Davidson, 1985). Como se pretendia desnervar
este vaso por outro processo, para além do da desnervagdo cirtrgica,
com o objectivo de verificar se modalidades distintas de desnervagéo
produziam efeitos semelhantes, ensaiaram-se doses crescentes do
neurotéxico. Verificou-se que elevando a dose administrada era
possivel obter desnervagio da veia safena lateral do Céo.

Os resultados das experiéncias anteriores em que, quando se
procedia & desnervagdo cirdrgica de vasos se encontrava alteragoes
extraneuroniais, funcionais e morfolégicas muito intensas (Branco
et al., 1984), motivaram a convicgdo de que o sistema nervoso
simpético exerce um efeito modulador do fenétipo das células efectoras.

Do mesmo modo, os resultados da desnervagdo quimica das
veias safenas evidenciam o mesmo padrio de aumento de actividade
sintética das células musculares lisas e dos fibroblastos. Este sera,
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assim, indubitavelmente atribuivel A privagdo dainervagdo simpatica,
porquanto se verifica com dois procedimentos experimentais
dissimilares. Esta conclusio é consonante com as de Campbell et al.
(1977), Fronek (1983), Azevedo e Osswald (1986) e Dimitriadou et al.
(1988) em tecidos e espécies variadas. Embora as modificagdes
manifestas por células em cultura devam ser interpretadas com
alguma reserva, o efeito tréfico dos nervos simpdticos tinha j4 sido
sugerido em estudos de células musculares lisas em cultura(Chamley
et al., 1974; Chamley e Campbell, 1975, 1976; Burnstock, 1981).

O aparecimento de mastécitos em veias desnervadas pela 6-
hidroxidopamina, a exemplo do que se verificara apds a desnervagéo
cirurgica (Branco et al., 1984), ndo tinha sido descrito anteriormente
e émuitointeressante. Também encontramos aumentona densidade
de mastécitos nos espacos porta do figado desnervado quimicamente.
E conhecida a associagido de mastécitos com processos anormais de
fibrose (revisto por Claman, 1985), mas a modulagéo conjunta de
mastécitos e fibroblastos pelo sistema nervoso simpético, sugerida
pelos nossos resultados, nunca foi, que saibamos, considerada. (Este
ponto é retomado na discussdo do capitulo III, a propésito da
desnervacao hepética).

A noradrenalina parece néo ser o principal factor responsével
pela accdo tréfica da inervagéo simpdtica, uma vez que ndo preveniu
as alteracdes extraneuroniais causadas pela desnervagio. O ATP é
cotransmissor com a noradrenalina na inervagdo simpdtica de
numerosos tecidos (Lagercrantz, 1976; Daly, 1983; Burnstock, 1986;
Campbell, 1987), entre eles se incluindo a veia safena de Cao
(Flavahan e Vanhoutte, 1986), sendo 16gico avaliar o seu papel ou o
do seumetabolito, a adenosina, nestas ac¢oes de modulagao fenotipica

exercida pelos nervos simpaticos.

53



O ATP é libertado para a fenda sindptica apés estimulagdo dos
nervos em que é cotransmissor (Lagercrantz, 1976; Fredholm e
Hedqvist, 1980; Sneddon e Burnstock, 1984; Muramatsu, 1986),
podendo actuar directamente nas células efectoras ouindirectamente,
ap6s degradacdo metabélica em adenosina. Quer o ATP quer a ade-
nosina podem ainda actuar como neuromoduladores, influenciando
a libertacdo da noradrenalina (De Mey et al., 1979; Paton, 1981; Su,
1983; Snyder, 1985; Ishikawa, 1985; Burnstock, 1986; Burnstock e
Kenedy, 1986; Campbell, 1987). Como infundimos a adenosina em
tecidos desnervados, os seus efeitos nfio sdo atribuiveis a acgoes pré-
_sindpticas. Os resultados obtidos, evidenciando a capacidade da
adenosina prevenir as alterag¢des de desdiferenciagdo que acompa-
nham a simpaticectomia, apoiam a hipétese formulada de que seja
ela a responsével pela modulagio fenotipica das células efectoras.

A infusdo de inosina, metabolito da adenosina que com ela
partilha ac¢des metabdélicas, ndo preveniu as alteragoes estruturais
causadas pela desnervacio, facto indicativo de que os efeitos tréficos
da adenosina nio dependem de acg¢des metabélicas inespecificas
(Frank-Henderson, 1985). Os efeitos da adenosina poderiam dever-
-se a acgdes mediadas por receptores de membrana ou a acgbes
intracelulares (Paterson, 1979; Daly, 1983; Burnstock e Buckley,
1985; Frank-Henderson, 1985; Ribeiro e Sebastido, 1986). O factode
a adenosina e a 5'-N-etilcarboxamidoadenosina terem sido eficazes
é altamente sugestivo de que o mecanismo dependa da activagédo de
receptores. De facto, a 5'-N-etilcarboxamidoadenosina actua extra-
celularmente, ndo sendo metabolizada (Daly, 1983) nem submetida
a captagdo aprecidvel (Daly, 1983; Burnstock e Buckley, 1985).
Assim, os resultados obtidos com a 5'-N-etilcarboxamidoadenosina
sdo compativeis com um efeito exercido na membrana celular, muito

possivelmente sobre receptores A,.
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Nio se pode excluir o(s) efeito(s) de factor(es) tréfico(s) secun-
ddrios libertados pela adenosina ou pela 5'-N-etilcarboxamido-
adenosina a partir das veias ou de outra fonte néo identificavel.

Tendo-se verificado que a adenosina também previne as
alteragdes morfolégicas causadas pela desnervagdo quimica dofigado
de Cao (discutido no Capitulo III), bem como do coragdo e da artéria
mesentérica do Cdo, é evidente que a acgdo da adenosina néo se
confina aos tecidos vasculares. O conjunto dos resultados permite
sugerir que os mecanismos purinérgicos desempenhem um papel
geral nas accdes tréficas do sistema nervoso simpético. E assim
evidente, nestas circunstincias experimentais, o envolvimento das
purinas nos efeitos tréficos da inervagdo simpética, nomeadamente
sobre as células musculares lisas, as células miocardicas e os
fibroblastos. Os resultados permitem ainda sugerir que a adenosina,
resultante da degradacgido metabdlica do ATP libertado das
varicosidades simpaticas, actua sobre receptores da membrana das
células musculareslisas, das células miocdrdicas e/ou dosfibroblastos
exercendo, directa ou indirectamente, as suas acgdes tréficas sobre

estas células.
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Capitulo 111




EFEITOS DA DESNERVACAO SIMPATICA NO FIGADO
DE CAO - PAPEL DOS AGONISTAS PURINERGICOS

INTRODUCAO

Em vasos sanguineos os fibroblastos dispdem-se na proximidade
anatémica de varicosidades adrenérgicas, observagéo que motivou a
hipétese da sua inervagdo simpética (Azevedo e Soares-da-Silva,
1981; Soares-da-Silva e Azevedo, 1985). Esta hipétese foi reforcada
pelo achadode reactividade dos fibroblastos a desnervagao simpatica
das veias (Branco et al., 1984, Azevedo e Osswald, 1986, Albino-
Teixeira et al.,1988), artérias e coragdo (Dimitriadou et al., 1988;
Sarmento et al., 1987). Em muitas das situages experimentais até
agora estudadas a desnervagdo simpética, quimica ou cirdrgica,
acompanha-se de aumento da actividade nuclear e prolifera¢éo de
fibroblastos (Branco et al., 1984; Azevedo e Osswald, 1986;
Dimitriadou et al., 1988; Sarmento et al., 1987; Albino-Teixeira et
al., 1988, 1990a). Do mesmo modo, a simpaticectomia quimica
determina um aumento de fibroblastos e mastécitos nos espagos
porta de figado de Cdo e de Coelho. Estas modificagdes dos fibroblas-
tos em consequéncia da desnervagdo refor¢am a validade da hipétese
de que estas células estejam sob a influéncia da inervagédo simpéatica

que sobre elas exerce um efeito repressivo.

59



Paraavaliar ofactor tréficoresponsdvel pelo controlo do fenétipo
dos fibroblastos no espago porta do Cdo, estuddmos o efeito da
reserpina, que depleta a noradrenalina dos terminais simpdticos
sem afectar o conteddo em ATP das vesiculas sindpticas, assim
permitindo destringar entre os efeitos dependentes da auséncia de
noradrenalina e os dependentes de outros factores, nomeadamente
do ATP ou seus metabolitos. Estuddmos também, em cées tratados
com 6-hidroxidopamina, os efeitos da adenosina na prevencgéo das

consequéncias da simpaticectomia.

MATERIAIS E METODOS

Simpaticectomia quimica

Cdes de raga indeterminada pesando 15 a 20 kg eram
anestesiados com pentobarbital sédico (30 mg/kg), injectado por via
endovenosa numa pata anterior. A simpaticectomia quimica
efectuava-se administrando 6-hidroxidopamina (10 mg/kgno dia 0 +
10 mg/kg no dia 1) por via endovenosa. O grupo controlo era injectado
com o veiculo segundo o mesmo protocolo.

Reserpinizacio
A reserpinizagdo efectuou-se injectando reserpina (0,5 mg/kg
no dia 0 + 0,1 mg/kg no dia 1) por via endovenosa.

Infusio de adenosina

Utilizaram-se minibombas osméticas Alzet 2ML1 implantadas
no tecido celular subcutianeo com o catéter inserido na veia safena
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lateral direita para infundir adenosina (10 pg/kg h') ou solugédo
fisiolégica. Todos os animais, apds o recobro anestésico, permaneciam
em gaiolas individuais sendo-lhes fornecidos alimentos e dgua ad

libitum.

Doseamento de noradrenalina

Ao quinto dia os cdes eram reoperados, colhiam-se amostras de
figado para estudo morfolégico e morfométrico e o tecido restante
(pesando cerca de 500 mg) eralavado em solugéo de Krebs Henseleit
a temperatura de 4°C, limpo em papel de filtro, cortado, pesado e
colocado em 2 ml de dcido perclérico 0,1 mol/l, durante 24 horas.
Procedia-se entdo ao doseamento de noradrenalina segundo ométodo
descrito no Capitulo II.

Estudo morfolégico e morfométrico

Os métodos utilizados foram os descritos no Capitulo II. Os
fragmentos de tecido eram mergulhados em glutaraldeido a 3% em
tampdo cacodilato 0,1 mol/l, pH 7,3, a 4°C; 5 minutos depois eram
cortados com lamina de bisturi, permanecendo no mesmo fixador
durante 90 minutos. Os fragmentos eram entéo lavados em tampé&o
cacodilato com sacarose 0,6 mol/, pds-ﬁxados numa solugdo de
tetréxido de 6smio em tampéo cacodilato (0,1 mol/1), pH 7,3, a4°C por
uma hora, desidratados com etanol e 6xido de propileno e incluidos
em Epon 812. Obtiveram-se cortes semifinos de 10 blocos de cada
animal, cortados ao acaso, com um ultramicrétomo LKB, corados
com azul de toluidina a 1% emborax a 1%. Os cortes eram examinados
em microscopia éptica.

Para contagem de fibroblastos e mastécitos nos espagos porta
escolheram-se os espacos que continham pelo menos um perfil de
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ducto biliar, uma veia porta e um capilar ou arteriola. Procedia-se ao
desenho em cAmara clara dos limites dos espagos porta com o
contorno de vasos sanguineos e ductos biliares com uma ampliagdo
final de 860 vezes. O nimero de fibroblastos era contado e expresso
como o nimero de células por 1000 pm? de espago porta (densidade
de fibroblastos no espaco porta). Procedeu-se da mesma forma para
a quantificagio dos mastécitos. A drea dos espagos porta era
determinada cortando e pesando os desenhos dos espagos porta
(excluindo os espacos vasculares e ductos biliares).

Avaliacio estatistica

Utilizou-se o teste ¢ de Student para comparar médias dos
niveis teciduais de noradrenalina e das densidades de fibroblastos e
mastécitos nos espagos porta, obtidos nos animais controlo e nos
tratados com reserpina, 6-hidroxidopamina, adenosina e adeno-
sina + 6-hidroxidopamina. Também se efectuaram comparagoes
multiplas pelo teste de Tuckey-Krammer (Sokal e Rohlf, 1981).

RESULTADOS

Teor de noradrenalina

Os resultados dos doseamentos de noradrenalina no figado dos
cies tratados nas condices de controlo e nas situagdes experimentais
estudadas encontram-se na tabela 8.
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Tabela 8 - Teor de noradrenalina (NA) no figado de cées controlo e de cies
tratados com reserpina, 6-hidroxidopamina (6-OHDA), adenosina ou
adenosina + 6-OHDA. Valores expressos como média = desvio padrdo da média.

n NA (nglg) % do controlo

Controlo 4 860,2+150,3 100%
Reserpina (0,5 + 0,1 mg/kg) 3 96,3+18,1* 11%
6-OHDA (10+10 mg/kg) : 4 97,5+10,8* 11%
Adenosina (10 pg/kg h'') 4 891,3+158,1 104%
6-OHDA (10+10 mg/kg) + A(10 pg/kght) 4 91,6+11,6* 10%

* Significativamente diferente do controlo (p<0,01)

A 6-hidroxidopamina reduziu o contetddo de noradrenalina do
figado de Céo para 11% do valor de controlo. A adenosina néo
modificou os teores de noradrenalina no figado quando infundida na
situagdo de controlo nem na situagdo de desnervagdo pela 6-
hidroxidopamina. A deplecg¢do determinada pelo tratamento com
reserpina foi muito intensa, observando-se uma redugdo no teor de
noradrenalina semelhante & da simpaticectomia quimica.

Morfologia

A observagiio em microscopia 6ptica de cortes de figado permitiu
verificar um aumento significativo na densidade de mastécitos e de
fibroblastos nos espagos porta dos cdes desnervados pela 6-hidroxi-
dopamina. Néo se encontraram outras alteragdes morfoldgicas. A
drea média dos espagos porta (0,018 = 0,010 mm? n=7 em cies con-
trolo) ndo foi modificada pela simpaticectomia quimica (0,014+0,013
mm?; n=8).

Os valores obtidos na quantificagdo dos mastdcitos e fibroblastos
nos espacos porta encontram-se na tabela 9.
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DISCUSSAO

O marcado aumento do nimero de fibroblastos nos espagos
porta dos animais simpaticectomizados, a exemplo do que ocorre
noutros tecidos, comprova a acgdo restritivaque ainervagdo simpdtica
exerce sobre estas células. A reserpinizagfo, embora tenha reduzido
o teor de noradrenalina tecidual para valores sobreponiveis aos
determinados pela 6-hidroxidopamina, nfo produziu qualquer
alteragdo no nimero de fibroblastos nos espagos porta. Dado que a
reserpina depleta selectivamente a noradrenalina dos terminais
simpdticos sem interferir com os cotransmissores purinérgicos
(Burnstock, 1986), o efeito tréfico da inervacgao simpdtica néo deve
ser da sua responsabilidade. O facto de a adenosina infundida em
cdes simpaticectomizados prevenir o aumento da densidade de
fibroblastos nos espagos porta, sugere ser o componente purinérgico
da inervacdo simpética o principal agente destas acg¢oes troficas.

Os resultados obtidos nas situagdes estudadas em que a
desnervacdo simpdtica se acompanhou sistematicamente de um
aumento do nimero de mastécitos (figado, veias desnervadas quimica
e cirurgicamente) estdo em consonéncia com a afirmacgao de que o
tono simpdtico exerce um efeito frenador sobre o fenotipo deste tipo

celular.

A metodologia empregue ndo permite distinguir entre real
hipertrofia celular ou manifestagdo de acumulagéo de material
granular metacromatico em células previamente nao detectdveis. Do
mesmomodo, a situagioinversa, promogio de desgranulacéo, poderia
acompanhar-se de aparente diminui¢do donimero de mastocitos. Se
o efeito da adenosina fosse o de promover a desgranulagdo, tal
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explicaria a aparente diminui¢do destas células por nés encontrada
quando os animais eram infundidos com adenosina e com 5'-N-etil-
carboxaminoadenosina. Os resultados obtidos parecem permitir
afastar esta objeccio porquanto nunca observdmos mastécitos
parcialmente desgranulados ou vacuolizados, nem material
metacromético adjacente aos mastécitos identificados, ao contrario
do que se verifica em situagdes experimentais em que se promove a
desgranulacdo mastocitdria (Selye, 1965). Por outro lado, os estudos
de Gordon (1986) mostraram que a adenosina néo interfere com a
desgranulacdo mastocitdria e, de uma larga série de substancias
experimentadas, s6 0 ATP promove a desgranulagao (Kiernan, 1972).
Mais recentemente, identificaram-se os receptores mastocitdrios
para o0 ATP como sendo P,, (Gordon, 1986). A ser agsim, a inervagao
simpdtica exerceria sobre os mastécitos um duplo efeito. O mediador
simpdticoinibiria a desgranulagio, enquanto que o ATP afavoreceria
e a adenosina inibiria a proliferagéo. Os resultados obtidos no figado
de cdes reserpinizados sdo de dificil interpreta¢do. Alguns dos
farmacos indutores de desgranulagdo mastocitdria como o 48/80
promovem libertacdo do mediador simpético, ignorando-se o que
ocorre com a reserpina em relagdo aos mastécitos.

H4 evidéncia morfolégica dainervacgdo simpdtica dos mastécitos
nas artérias cerebrais (Aubineau et al., 1986), em que se verificauma
distancia de terminacdes simpéticas semelhante ou inferior a
verificada para as células musculares lisas (Marinkovic et al., 1979).
Do mesmo modo, nas veias e no coragdo h4 evidéncia indirecta dado
que apés a desnervacgido hd aumento do nimero de mastécitos.

Outro aspecto curioso é o da concomitancia da resposta
hiperplasica/hipertréfica dos fibroblastos e mastécitos, conhecida a
sua habitual interac¢do em processos inflamatérios e fibroplésicos.
Em algumas situagdes experimentais a aquisi¢do de granulos por
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mastécitos é facilitada na presencga de fibroblastos (Davidson et al.,
1983). Os modelos experimentais por nds utilizados ndo permitem
concluir sobre a importancia relativa da hipertrofia fibrobl4stica e
hiperplasia mastocitdria, e portanto, sobre se o efeito frenador da
adenosina se exerce sobre todos os tipos celulares ou apenas sobre um
deles (os fibroblastos, por exemplo), dependendo os outros efeitos de
mediadores intercelulares néo identificados.
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Capitulo IV




A DISMUTASE DO SUPEROXIDO PREVINE
PARCIALMENTE A DESNERVACAO SIMPATICA
CAUSADA PELA 6-HIDROXIDOPAMINA

INTRODUCAO

Verificdmos que ainfuséo continua de noradrenalina (0,1 ng/kg
h!) determinava, no Cao, alteragdes dos terminais simpdticos, com
degenerescéncia das varicosidades da veia safena lateral infundida
(Albino-Teixeira et al., 1989). Encontrdmos ainda alteragdes
morfolégicas e funcionais extraneuroniais (hipertrofia das células
musculares lisas, espessamento da parede dos vasos, diminuigdo da
capacidade metilante) idénticas as descritas apés desnervagio
cirdrgica (Branco et al., 1984). Estas alteragdes eram prevenidas
pela desipramina (25 mg/kg h') e pela dismutase do superéxido
(5 mg/kg h'). O efeito neurotéxico da noradrenalina assim infundida
parecia paradoxal, sendo dificil aceitar que o mediador simpdtico
cause alteracdes téxicas nos terminais em que é sintetizado e
armazenado. Também néo nos parecia invocdvel o argumento de que
se estava a verificar efeito téxico por utilizagdo de concentragdes
excessivamente elevadas, porquanto a dose infundida, embora
causando elevagdes significativas dos niveis plasmadticos, era muito

baixa.
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A demonstragéo de que o bloqueio da captagdo neuronial pela
desipramina, ou a neutralizagio de radicais livres pela dismutase do
superéxido, permitia prevenir a simpaticectomia quimica causada
pela noradrenalina, permitiu-nos aventar a explicagéo para o feno-
meno. De facto, poderia tratar-se de um metabolito da noradrenalina
na formagdo do qual interviessem radicais livres resultantes da
metabolizagdo da noradrenalina. As quinonas e semiquinonas
originadas a partir das catecolaminas podem desnaturar proteinas
por ligagdes cruzadas através de compostos tioéter (Graham, 1978;
Saner e Thoenen, 1980), e esta poderia ser uma causa de neuro-
toxicidade. Dado que a dismutase do superéxido é uma proteina de
elevado peso molecular que se distribui, ap6és administra¢io exégena,
exclusivamente no espaco extracelular (Marklund, 1980), o seu
efeito protector deve exercer-se extraneuronialmente. Provavel-
mente, a reac¢io ocorre extraneuronialmente e o metabolito téxico
da noradrenalina é captado pelo processo cldssico, bloquedvel pela
desipramina, o que explicaria a eficdcia protectora deste farmaco.

A similitude deste facto com o que se verifica para a 6-hidroxi-
dopamina, cujo efeito neurotéxico também é impedido pelosinibidores
da captacéio (Stone et al., 1964), é apelativa. Dado que utilizdmos a
6-hidroxidopamina para verificar se mecanismos diversos de
desnervagdo simpatica (cirirgica, anéxica, quimica) produziam efeitos
semelhantes, que fossem inequivocamente atribuiveis & falta de
inervacdo simpdtica e ndo ao processo experimental em causa,
pareceu ttil verificar qual o papel dos radicais livres no efeito
neurotéxico da 6-hidroxidopamina. Avalidmos com esse objectivo os
efeitos da dismutase do superéxido na acgdo neurotéxica da 6-hidro-
xidopamina em dois modelos experimentais: na desnervacéo in vitro
da veia safena de Cdo e na simpaticectomia periférica de ratos
Wistar.
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MATERIAIS E METODOS

Simpaticectomia quimica in viiro

Procedia-se a remocédo da veia safena lateral de Cao de raga
indeterminada sob anestesia (pentobarbital sédico, 30 mg/kg).
Utilizaram-se fragmentos pesando cerca de 60 mg que eram pré-
incubados em solucdo de Krebs-Henseleit oxigenada. Alguns
fragmentos eram incubados em solugdo de Krebs-Henseleit contendo
dismutase do superéxido em concentragdes variadas (1,25, 2,5 e 5
mg/ml) durante trinta minutos e depois incubadas em condigdes
controlo, na presenca de 6-hidroxidopamina (0,1 mg/ml) ou com 6-
hidroxidopamina (0,1 mg/ml) + dismutase do superéxido (1,25, 2,5 ou
5 mg/ml) durante trés horas. Todas as solu¢des eram borbulhadas
com CO, a 5% em O, a 37°C durante todo o periodo de incubacgéo e
mantidas sob agitacdo constante. Terminado o periodo de incubagéo,
procedia-se & lavagem durante duas horas, efectuando mudancas
repetidas da solugdo de Krebs. Os fragmentos eram entdo utilizados
para determinagdo do teor de noradrenalina por cromatografia
liquida de alta pressdo com detecgdo electroquimica como descrito
previamente (Capitulo IT); outros eram preparados para observagéo
ultrastrutural segundo os métodos referidos (Capitulo II).

Captacdo neuronial de noradrenalina tritiada

Com o objectivo de estudar o efeito da dismutase do superéxido
na captacéo neuronial, procedeu-se & pré-incubacéo de tiras de veia
safena de Céo, colhidas da forma descrita anteriormente. Estas eram
mantidas durante trinta minutos em solugdo oxigenada de Krebs-
-Henseleit, contendo pargilina (1 mmol/l) e hidrocortisona (40 mmol/
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1), sob agitagdo constante e aquecida a 37°C. O grupo controlo era pré-
incubado nestas circunstancias e comparado com outro contendo
dismutase do superéxido na concentragdo de 5 mg/ml. Apés trinta
minutos adicionava-se *H-noradrenalina na concentragéo final de
0,1 mmol/l. No fim do periodo de incubagdo (15 minutos) os tecidos
eram lavados rapidamente em solugdo fria de Krebs-Henseleit,
secos, pesados e colocados em 3 ml de dcido perclérico 0,2 mol/l, onde
eram mantidos durante vinte e quatro horas a temperatura de 4°C.
Uma aliquota de 0,5 ml era utilizada para determinagéo do contetido
de tritio por cintilometria liquida num contador LKB 1208 Rackbeta.

Estudo da inactivacido da 6-hidroxidopamina durante a

incubacio

Procedeu-se a incubacgio a 37°C, durante quinze minutos, em
recipientes contendo 2 ml de solugdo de Krebs-Henseleit com
6-hidroxidopamina na concentragio de 0,1mg/ml ou 6-hidroxi-
dopamina na mesma concentragdo adicionada de dismutase do
superéxido na concentragdo de 5 mg/ml. No termo da incubagio
procedia-se a acidificacdo adicionando 2 ml de 4cido perclérico 0,2
mol/l, e depois a dilui¢do a 1/10 com 0 mesmo 4cido. Preparou-se uma
solug¢do padrio de 6-hidroxidopamina a0,1 mg/mlem dcido perclérico
0,2 mol/l, que se dilufa da mesma forma. As amostras em estudo e a
solugdo padrdo eram passadas por alumina a pH 8,6 e os catecois
eluidos em microfiltros MF1 eram determinados por cromatografia
liquida de alta pressdio com detecgdo electroquimica, como se

descreveu.

Simpaticectomia quimica no animal inteiro

Ratos machos Wistar pesando 250 a 300 gramas eram
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anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg) administrado por
via intraperitoneal. Canulava-se uma veia da cauda pela qual se
infundia durante quinze minutos uma solugdo cloretada isoténica
que era administrada num volume de cargainicial de 0,3 ml e depois,
a fluxo constante de cerca de 0,15 ml/minuto. Segundo o mesmo
protocolo infundia-se, noutro grupo experimental, dismutase do
superéxido (dose de carga de 7,5, 15 ou 30 mg) seguida de infusdo de
0,25, 0,5 ou 1 mg/minuto no mesmo volume de solugdo cloretada
isoténica. Em quatro ratos de cada um dos grupos experimentais
procedeu-se & injecgdo de 6-hidroxidopamina (100 mg/kg), cinco
minutos apés ter sido iniciada a infuséo, tendo-se utilizado o sistema
ja instalado.

Apés o recobro da anestesia, 0os animais eram conservados em
gaiolas individuais com acesso livre a dgua e alimentagdo, até ao
quinto dia. Procedia-se entdo ao sacrificio por decapitagdo, colhendo-
_se fragmentos do ventriculo esquerdo e da por¢do média do vas
deferens que eram utilizados para determinagdo dos teores de
noradrenalina e preparados para observagido morfolégica de acordo

com os métodos descritos.

Avaliacio estatistica

Utilizou-se o teste ¢ de student para comparar as médias dos
niveis teciduais de noradrenalina e das concentragdes de 6-hidroxi-
dopamina nas solugdes de incubagfo. Também se efectuaram
comparacdes muiltiplas pelo teste de Tuckey-Krammer (Sokal e
Rohlf, 1981).

Farmacos utilizados

Dismutase do superéxido (Peroxinorm, Chemie Grunenthal
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GmbH, Stolberg, Reptiblica Federal da Alemanha); pentobarbital
sédico (Abbott, Lisboa, Portugal); 6-hidroxidopamina e pargilina
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA); (-)-7-°H-
noradrenalina 13.0 Ci/mmol (NEN, Dreieich, Republica Federal da

Alemanha).

RESULTADOS

A incubacdo in vitro de tiras da veia safena de Cdo com
6-hidroxidopamina durante trés horas resultou em depleg¢do mar-
cada da noradrenalina, cujo teor ficou reduzido a 5% dos valores
controlo (Tabela 10). A dismutase do superéxido, utilizada isolada-
mente, ndo produziu qualquer modificagdo nos conteidos de
noradrenalina dos vasos, mas reduziu significativamente, e de forma

dependente da dose, o efeito da 6-hidroxidopamina.

Tabela 10 - Teor de noradrenalina (NA) de veias safenas de Céo incubadas
durante trés horas. Nas preparacgdes tratadas com dismutase do
superéxido (SOD) esta era adicionada 30 minutos antes da 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) e mantida durante todo o periodo de
incubacéo. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo da média.

n NA (nmollg) % do controlo
Controlo 4 13,95+0,58 100
SOD (5 mg/ml) 4 14,310,863 103
6-OHDA (0,1 mg/ml) 4 0,72+0,21* b
SOD (1,25 mg/ml) + 6-OHDA 4 1,38+0,54% 8
SOD (2,5 mg/ml) + 6-OHDA 4 3,17+0,46%* 24

SOD (5 mg/ml) + 6-OHDA 4 5,19+0,60** 37

* Significativamente diferente do grupo controlo; p < 0,05
** Significativamente diferente do grupo 6-OHDA; p < 0,05
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A administragéo in vivo de 6-hidroxidopamina na dose de 100
mg/kg por via endovenosa causou deplegio significativa de noradre-
nalina no ventriculo esquerdo, sendo o respectivo teor reduzido para
8% dos valores de controlo ao 52 dia apés a administragéo (Tabela 11).

Tabela 11 - Contetido em noradrenalina (NA) do ventriculo esquerdo de
ratos controlo, de ratos tratados com dismutase do superéxido (SOD), 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) ou SOD + 6-OHDA,; os resultados sdo expressos
como média + desvio padriio da média.

n Ventriculo esq. % do
NA (nmollg) controlo
Controlo 5 5,85+0,16 100%
SOD (170 mg/kg) 4 5,83+0,18 99%
6-OHDA (100 mg/kg) 5 0,47+0,05* 8%
SOD (42,5 mg/kg) + 6-OHDA 4 0,70+0,31* 11%
SOD (85 mg/kg) + 6-OHDA 4 1,34+0,42%* 23%
SOD (170 mg/kg) + 6-OHDA 4 2,26+0,37** 39%

* Significativamente diferente do controlo; p < 0,05
** Significativamente diferente de 6-OHDA; p < 0,05

O teor de noradrenalina do vas deferens, embora de forma
menos marcada, foi também significativamente diminuido nos
animais tratados com 6-hidroxidopamina (para cercade 18%do valor
de controlo) (Tabela 12).

O contetido de noradrenalina no ventriculo esquerdo e no vas
deferens dos ratos tratados com dismutase do superéxido néo diferia
dos valores de controlo. Quando administrada antes da 6-hidroxi-
dopamina, a dismutase do superéxido reduzia de forma significativa
o efeito da 6-hidroxidopamina, sendo esta redugdo proporcional a
dose (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 12 - Contetido em noradrenalina (NA) do vas deferens de ratos con-
trolo, de ratos tratados com dismutase do superéxido (SOD), 6-hidroxi-
dopamina (6-OHDA), ou SOD + 6-OHDA,; os resultados sdo expressos como
média + desvio padrdo da média.

n Vas Deferens % do
NA (nmol/g) controlo

Controlo 5 72,70+£0,16 100%
SOD (170 mg/kg) 4 73,29+0,12 101%
6-OHDA (100 mg/kg) 5 13,06+0,18* 18%
SOD (42,5 mg/kg) + 6-OHDA 4 14,36+0,24* 20%
SOD (85 mg/kg) + 6-OHDA 4 25,42+0,24%* 35%
SOD (170 mg/kg) + 6-OHDA 4 33,10+0,18%* 46%

* Significativamente diferente do controlo; p < 0,05
** Significativamente diferente de 6-OHDA; p < 0,05

Captacio neuronial de noradrenalina

A captagdo de noradrenalina tritiada pelas tiras de veia safena
incubadas durante 15 minutos com *H-noradrenalina 0,1 pmol/l foi
de 277+25 pmol/g (média + SEM; n=4). A dismutase do superéxido,
na concentragéo de 5 mg/ml, nfo afectou a captagdo neuronial tendo
a captagdo nestas circunstincias experimentais sido de 280+28

pmol/g (n=4).

Inactivacio da 6-hidroxidopamina durante a incubacgiao

Durante os quinze minutos de incubag¢fo em solugio de Krebs-
-Henseleit verificou-se uma perda significativa da amina. Assim, no
fim do periodo de incubagio a perda era de 70,1%=+15,3%, notando-se
o aparecimento de picos adicionais de natureza desconhecida no
cromatograma, correspondendo provavelmente a produtos de auto-
oxidacdo da 6-hidroxidopamina. A perda de 6-hidroxidopamina foi
significativamente menor, nio excedendo 38,5%+8,1% quando
incubada na presenca da dismutase do superéxido na concentragéo
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de 5 mg/ml (n=5 em cada grupo, p< 0,05). Os picos de produtos ndo
identificados também eram menores do que na ausénciada dismutase

do superoxido.

Morfologia

Nas tiras de veia safena incubadas com 6-hidroxidopamina néao
se identificava terminais adrenérgicosintactos. As células de Schwann
apresentavam corpos densos, correspondendo provavelmente a
terminais adrenérgicos degenerados. Pelo contrdrio, nas tiras que
foram incubadas com dismutase do superéxido antes e durante a
exposicdo & 6-hidroxidopamina, identificavam-se varicosidades

adrenérgicas de aspecto normal.

No coracgdo e no vas deferens dos ratos injectados com 6-hidro-
xidopamina encontrou-se imagens idénticas as descritas na veia
safena do Cio, com corpos densos bem evidentes e auséncia de
terminais de morfologia normal. Quando se observavam os tecidos de
ratos que, antes da injec¢do de 6-hidroxidopamina, tinham sido
tratados com dismutase do superéxido, na dose mais alta, demons-
trou-se terminais com aspecto normal a par de terminais par-

cialmente degenerados.

DISCUSSAO

Os resultados do doseamento de noradrenalina nos tecidos
estudados, bem como a avaliagdo ultrastrutural, comprovama eficdcia
da metodologia empregue para a desnervagdo simpdtica do Rato. A
deplec¢do de noradrenalina no ventriculo esquerdo e no vas deferens,
e as alteragdes morfolégicas causadas pela 6-hidroxidopamina
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reproduzem o padrdo de neurotoxicidade selectiva para os nervos
simpéticos descrita classicamente por Thoenen e Tranzer (1968) e
Kostrzewa e Jacobowitz (1974).

Verificamos também que, nas condi¢des experimentais descri-
tas, a 6-hidroxidopamina é capaz de desnervar in vitro a veia safena
de Cio, 0 que contrasta com a resisténcia relativa deste vaso & simpa-
ticectomia quimica in vivo (Soares-da-Silva e Davidson, 1985; Al-
bino-Teixeira et al., 1990a). Tém sido descritas diferencas de tecido
para tecido na eficdcia neurotéxica da 6-hidroxidopamina que foram
atribuidas a variabilidade na vulnerabilidade dos terminais
adrenérgicos, bem como a diferencas no acesso da amina aos tecidos
(Kostrzewa e Jacobowitz, 1974; Thoenen, 1972). Os mecanismos
pelos quais se exerce a neurotoxicidade da 6-hidroxidopamina néo
estdo claramente estabelecidos. De entre as vdrias hipéteses é
geralmente reconhecida a importancia da auto-oxidagédo do farmaco
(Thoenen e Tranzer, 1973; Heikkila et al., 1973).

As diferengas entre os vdrios mecanismos propostos referem-se
ao papel dos produtos de auto-oxidagdo e aos seus alvos celulares.
Thoenen e Tranzer (1973) sugeriram que as quinonas se ligam de
forma covalente a grupos nucleofilicos de macromoléculas
desnaturando-as, e interferindo assim com processos biolégicos
importantes. Uma explicagfo alternativa, proposta por Heikkila et
al. (1973) e Cohen e Heikkila (1974), implica a acgdo dos produtos
reactivos da reducéo parcial de oxigénio (O~ e OH-), que sdo formados
durante aauto-oxidagéo da 6-hidroxidopamina e das aminas anélogas,
no efeito neurotéxico. Esta explica¢do é apoiada pelos resultados do
nosso estudo que mostram o efeito protector da dismutase do su-
peréxido, tanto in vitro como in vivo, da neurotoxicidade da 6-hidro-
xidopamina. A dismutase do superéxido é uma proteina de elevado

peso molecular que se distribui predominantemente no espago
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extracelular (Marklund, 1980), e assim, a protecgdo que ela exerce
poderd dever-se & neutralizagéo de radicais livres fora dos neurénios.
A substancia téxica parece, por isso, ser formada fora dos neurénios,

sendo depois sujeita a captacdo neuronial.

A especificidade dos efeitos t6xicos da 6-hidroxidopamina ou
dos seus derivados sobre neurénios simpdticos deve-se a suacaptagao
selectiva por células alvo. Estes efeitos podem ser prevenidos por
farmacos como a desipramina, que bloqueiam a captagéo de aminas
pelos terminais noradrenérgicos. Nem a reserpina (que bloqueia o
armazenamento intravesicular) nem os inibidores da mono-
aminoxidase previnem os efeitos téxicos da 6-hidroxidopamina
(Bennet et al., 1970; Breese e Traylor, 1971).

O efeito protector da dismutase do superéxido poderia dever-se
a uma acgdo inibitéria da capta¢do neuronial, semelhante a da
desipramina. Esta hipétese é excluida pelos resultados que evidenciam
que a dismutase do superéxido, na concentragdo mais alta por nos
utilizada, é inteiramente desprovida de efeitos sobre a captagao
neuronial. Também néo pode atribuir-se o efeito protector a eventual
inactivagdo quimica da 6-hidroxidopamina pela dismutase do
superé6xido, uma vez que os resultados das experiéncias em que as
duas substancias eram incubadas conjuntamente demonstraram
que ndo havia redugdo no teor de 6-hidroxidopamina. Verificou-se,
pelo contrdrio, que havia até ligeiro acréscimo, provavelmente de-
vido a alguma protecgdio em relagdo a sua auto-oxidagdo, exercida
pela dismutase do superéxido. O efeito protector exercer-se-ia, as-
sim, sobre uma concentragiio maior de 6-hidroxidopamina. Em
trabalho anterior (Albino-Teixeira et al., 1989) tinhamos verificado
que a noradrenalina infundida tinha um efeito neurotéxico similar
aoda 6-hidroxidopamina, embora de menor magnitude, o qual era
reduzido ou prevenido pela desipramina e pela dismutase do su-
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peréxido. A interpretagdo mais plausivel destes resultados sugeria o
envolvimento de radicais livres na formagédo de uma substéncia com
efeito neurotéxico. E sabido que no decurso da auto-oxidagdo de
substincias como as catecolaminas hd formacdo de radicais su-
peréxido (Cohen e Heikkila, 1974).

O efeito da noradrenalina é muito menos intenso do que o da
6-hidroxidopamina, nio sendo surpreendente que, embora se tenha
verificado um padrio semelhante de acgdes e de mecanismos, tenha
havido necessidade de usar concentragdes muito mais elevadas de
dismutase do superéxido quando se procurava evitar a neuro-
toxicidade da 6-hidroxidopamina. Estes resultados, evidenciando
nos dois modelos, o efeito neurotéxico da 6-hidroxidopamina e o papel
protector da dismutase do superéxido, quer a nivel bioquimico, quer
morfolégico, sdo compativeis com o envolvimento de radicais livres
na desnervacgdo quimica e apoiam a hipétese de que haja similitude
de mecanismos na neurotoxidade da 6-hidroxidopamina e da nora-

drenalina.
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Capitulo V




EFEITOS DA DESNERVACAO SIMPATICA NO
CORACAO DO RATO - AUMENTO DO PEPTIDEO
NATRIURETICO AURICULAR

INTRODUCAO

O peptideo natriurético auricular (PNA) deve a sua designagéo
ao facto de ter sido inicialmente identificado nos midcitos auriculares
de varios mamiferos, estando localizado em granulos secretérios
(Cantin et al., 1984; Anderson et al., 1986). Embora tenha sido
identificado no miocédrdio auricular, h4 agora evidéncia de que os
miécitos ventriculares o podem sintetizar, tendo-se identificado, no
ventriculo de Rato, 4cido ribonucleico mensageiro (ARN_) para o
PNA, bem como imunoreactividade para o peptideo natriurético
auricular (Anderson et al., 1986; Gardner et al., 1986).

Mais recentemente, verificou-se que, em contraste com o que
ocorre nos adultos, se detecta niveis significativos de ARN_ do
peptideo natriurético auricular no miocdrdio ventricular durante o
periodo fetal e neonatal (Bloch et al, 1986; Wharton et al., 1988), bem
como em miécitos ventriculares em cultura (Hassal et al., 1988).
Como nestas situagdes o tono simpético é nulo ou baixo (De Champlain
et al., 1970), em contraste com a rica inerva¢do simpdtica dos
ventriculos de animais adultos (Chidsey et al., 1964), pareceu-nos
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interessante avaliar, no Rato, os efeitos da simpaticectomia quimica
na expressdo ventricular do peptideo natriurético auricular.

MATERIAIS E METODOS

Simpaticectomia quimica

Ratos machos Wistar, pesando 250 a 300 gramas eram
anestesiados administrando pentobarbital sédico por via
intraperitoneal (40 mg/kg), procedendo-se depois a4 canulagéo de
uma veia da cauda. Esta cdnula era utilizada para a injecgéo
endovenosa de 6-hidroxidopamina (100mg/kg) ou de solugdo cloretada
isoténica. Deixavam-se recuperar da anestesia e eram mantidos em
gaiolas individuais com ingestéo livre de dgua e alimentos, sendo
sacrificados ao quintodia. Apés a decapitagdo procedia-se rapidamente
a disseccdo do coracdo, separando-se as auriculas e os ventriculos. A
auricula direita era colhida para doseamento do peptideo natriurético
auricular, e a esquerda para doseamento de noradrenalina. Alguns
fragmentos do ventriculo esquerdo eram preparados para estudo
morfolégico (microscopia éptica e ultrastrutural) e para determinagao
dos teores de noradrenalina e do peptideo natriurético auricular.

Doseamento do peptideo natriurético auricular

A preparagdo dos tecidos para o doseamento do peptideo
natriurético foi executada de acordo com o método descrito por
Miyata et al. (1985). Os fragmentos colhidos para doseamento do
peptideo natriurético eram homogeneizados utilizando homogenei-
zadores de vidro (Duall-Kontes), por trés periodos de vinte segundos
ap6s fervura durante cinco minutos em vinte volumes de acido
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acético a 0,1 mol/l, contendo 1% de triton X-100. O homogeneizado
era centrifugado durante trinta minutos a25000 G ea4°C. Utilizaram-
-se colunas C18 de fase reversa (Waters Associates, Milford, USA)
para a extracgédo do peptideo natriurético do sobrenadante. A taxa de
recuperacdo do peptideo natriurético sintético foi de 86 + 5% (média
+ SEM).

O processo utilizado para medi¢do da imunoreactividade do
peptideo auricular nos extratos teciduais reconhecia a sequéncia do
carbono terminal do peptideo natriurético auricular o do Rato (anti-
soro para o peptideo adquirido & Amersham International, UK),
tendo por isso sido utilizado o peptideo natriurético auricular o de
Rato (adquirido & Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA)
para determinar a curva padréo para a radioimunoaferigdo.

RESULTADOS

Os ventriculos dos animais sacrificados cinco dias apds a
desnervacdo quimica apresentavam alteragbes estruturais
evidencidveis em microscopia 6ptica e ultrastrutural. Emmicroscopia
6ptica observavam-se numerosos granulos concentrados na regido
perinuclear dos miécitos ventriculares com morfologia e padrao de
distribuicéo similares aos dos granulos auriculares. Nos ventriculos
dos animais controlo ndo se observavam granulos. A observagdo em
microscopia electrénica de preparagdes de ventriculos desnervados
permitiu evidenciar varicosidades degeneradas, com vesiculas em

menor nimero e vazias, e aparecimento de corpos densos.

Osteores teciduais de noradrenalina e daimunoreactividade ao
peptideonatriurético auricular dasauriculas e ventriculos dos animais
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controlo e desnervados pela 6-hidroxidopamina encontram-se na
tabela 13.

TABELA 13 - Pesos dos fragmentos de tecidos e teores de noradrenalina
(NA) e de imunoreactividade semelhante a4 do peptideo natriurético
auricular (ANP-Li) nas auriculas e nos ventriculos dos animais
simpaticectomizados pela 6-hidroxidopamina e dos animais controlo.
Resultados expressos como média + desvio padrio da média.

Tecido n peso ANP-LI NA
Auricula (mg) (nmol/g)

Controlo 8 12+4 150+37

6-OHDA 8 15+4 1112+312*

Ventriculo (mg) (pmol/g) (nglg)
Controlo 8 15020 147+19 990+27
6-OHDA 8 147+18 1570+702* 79+8%*

* (p < 0,001) significativamente diferente dos ratos controlo

Nio havia diferencas nos pesos dos tecidos que foram usados
para as determinacdes analiticas nos dois grupos de ratos. A
simpaticectomia foi adequada dado que os teores de noradrenalina
ventricular decresceram significativamente, verificando-se uma
depleccdo de 92% nos ventriculos. Verificou-se um aumento
significativo (de cerca de 10 vezes) no teor de imunoreactividade
semelhante & do peptideo auricular, quer nas auriculas, quer nos

ventriculos dos animais simpaticectomizados.

DISCUSSAQ

Estes resultados mostram que a simpaticectomia do coragéo de
Rato se acompanha de aumento marcado de peptideo natriurético
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auricular quer nas auriculas, quer nos ventriculos, e do aparecimento
de granulos com caracteristicas morfol6gicasidénticas as dos granulos
auriculares, nos miécitos ventriculares. O peptideo natriurético deve
a sua designagdo & convicgdo inicial de que a sua produgdo era
exclusivamente auricular. Sabe-se, todavia, que os midcitos
ventriculares em cultura e o tecido ventricular também expressam
o peptideo e 0 seu ARN , embora se observem valores mais elevados
em tecidos fetais do que nos provenientes de adultos (Bloch et al.,
1986; Wharton et al., 1988). Os nossos resultados mostram que,
embora os teores do peptideo nos ventriculos sejam menores do que
os auriculares quer nas situagdes controlo, quer apés a desnervagao,
esta determina um aumento semelhante (de cerca de dez vezes) do
peptideo natriurético nas auriculas e nos ventriculos.

A modulacéio simpdtica da secreg¢do do peptideo natriurético foi
sugerida por estudos anteriores. A estimulagao de receptores
adrenérgicos o.promove alibertagéo do peptideo no coragao perfundido
do Rato (Currie e Newman, 1986) enquanto que a desnervagéo abole
a secrecdo induzida pela expanséo de volume circulante (Petterson
et al., 1985). Assim, o aparecimento de granulos nos ventriculos e 0
acréscimo do peptideo natriurético nas auriculas e ventriculos,
verificados apés a desnervacdo, poderdo dever-se ndo s6 a um
aumento da sintese do peptideo, mas também a inibi¢do da sua
libertagdo ou & conjugagdo dos dois efeitos.

A importancia fisiolégica e fisiopatolégica do peptideo
natriurético ventricular e os mecanismos pelos quais este contribui
para osniveis circulantes do peptideo néoestao ainda completamente
esclarecidos. O teor tecidual do peptideo auricular e do seu ARN |
est4 aumentado em varios modelos de hipertrofia ventricular experi-
mental ou patolégica. A localizagéo e o teor da sintese correlacionam-
_se com o local e extensdo da hipertrofia. A sobrecarga de pressao
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produzida pela constrigdo da aorta abdominal do Rato acompanha-
-se de hipertrofia ventricular esquerda e de um acréscimo de uma a
trés vezes do factor natriurético e do ARN_ no ventriculo esquerdo,
mas néo no direito (Day et al., 1987). A coloragdo imunocitoquimica
para o peptideo demonstrou coloragdo granular profusa apenas no

ventriculo esquerdo e ndo no direito.

A sobrecarga ventricular direita determinada por hipertensao
pulmonar secundéria a hipoxia induz a sintese do peptideo auricular
edo ARN_ no ventriculo direito (Stockman et al, 1988). A acumulagéo
do peptideo no ventriculo direito acompanhou o desenvolvimento de
hipertrofia ventricular, tendo as concentragdes tediduais decrescido

para valores normais com o retorno as condigdes “normoxicas”.

Em varios modelos de sobrecarga de volume aguda e crénica, no
Rato, verifica-se a expressio ventricular do peptideo auricular (Lat-
tion et al., 1986). A fistula aorto-cava é a situagéio que se acompanha
de maior acréscimo de peptideo no ventriculo (aumento de onze vezes
do ARN ), e é também a circunstincia experimental em que se
verifica a hipertrofia ventricular mais marcada (Stockman et al,,
1988).

Também em vérios modelos animais de hipertrofia ventricular
espontanea e cardiomiopética se verifica a expressdo ventricular do
peptideo auricular. Uma estirpe de ratos Wistar Kioto, que desenvolve
espontaneamente hipertrofia ventricular, tem acumulagéo marcada
de peptideo auricular e de ARN_ para o peptideo em ambos os ventri-
culos, com um acréscimo de seis vezes de ARN_ no ventriculo
esquerdo, e esta alteragiiondo seacompanha de aumento significativo
do ARN_nem do peptideo na auricula (Lee et al., 1988). A miocardio-
patia e insuficiéncia cardiaca espontineas do Criceto é outro modelo
em que se verifica aumentos marcados de peptideo e ARN_ nos
ventriculos, proporcionais a severidade da insuficiéncia cardiaca,
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chegando a aumentar onze vezes nas situagdes extremas (Franch et
al., 1988; Edwards et al., 1988).

Em doentes com miocardiopatia dilatada surgem granulos
imunoreativos nos miécitos ventriculares (ventriculos direito e
esquerdo), predominando em localizagéio subendocdrdica (Saito et
al., 1987).

Nio é conhecido o estimulo para a expressdo ventricular do
peptideo auricular. Ha semelhangas ultrastruturais do tecido
ventricular hipertréfico com o do recém-nascido, incluindo o
reaparecimento de granulos secretérios (Schwartz et al., 1986). Por
outro lado, o miocdrdio ventricular hipertréfico expressa formas
fetais de actina e miosina (Izumo, 1987). Tal parece representar uma
regressdo do miécito ventricular a um estadio de desenvolvimento
anterior, com reexpressdo de fenétipo fetal. Foi invocada a hipoxia
intracelular como possivel explicagdo para o estimulo da secregdo
(Needleman et al., 1989). O ventriculo sintetizaria, acumularia e
libertaria o peptideo natriurético para reduzir a pré- e pés-carga,
diminuindo a solicitagdio metabélica do miocédrdio ventricular.

Embora a capacidade de armazenamento dos ventriculos seja
reduzida, o seu potencial de sintese e de libertagéo sustentada é
significativo. A massa ventricular capaz de expressar peptideo
auricular é cerca de dez vezes maior do que a auricular (Needleman
et al.,1989). O conteido de ARN_ para o peptideo expresso no
ventriculo hipertréfico pode aproximar-se de um tergo a metade do
presente nas aurfculas (Day et al., 1987). O peptideo de proveniéncia
ventricular pode participar na manutengdo da homeostasia
hidroelectrolitica e de pressio arterial nas situagdes de sobrecarga
hemodinamica crénica. A associagdo entre a hipertrofia ventricular
e a sua expressdo sugere que o peptideo natriurético tenha efeito
local modulador do desenvolvimento de hipertrofia ventricular
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(Needleman et al., 1989). Com base no teor de ARN_ verificou-se uma
proporgdo entre ARN_ das auriculas e dos ventriculos maior que a
esperada (cerca de 100 vezes enquanto que para o peptideo auricular
era de cerca de 400 vezes), parecendo ndo haver diferengas na
transdugdo do ARN_ entre as auriculas e os ventriculos (Tolunay,
comunicagédo pessoal citada por Needleman, 1989). O peptideo do
ventriculo pode ser libertado “constitutivamente”, isto é, sem prévia
acumulagfio em granulos de armazenamento, e, dada a larga massa
ventricular, pode contribuir significativamente para o peptideo cir-
culante (Needleman et al., 1989). Os miécitos ventriculares neona-
tais em cultura segregam peptideo auricular constitutivamente
(Bloch et al., 1986). Assim, os teores baixos usualmente descritos em
ventriculos normais poderiam dever-se a uma taxa elevada de
libertacéio ou & pequena capacidade de armazenamento. Durante o
desenvolvimento fetal (De Champlain et al., 1970) e nas condi¢des
em que se realizam as culturas o tono simpético é baixo ou nulo. Na
insuficiéncia card{aca também foi descrita uma redugéo do contetido
ventricular de noradrenalina (Chidsey et al., 1964). Estes factos,
quer os referentes ao acréscimo de ARN_ do peptideo natriurético em
situagdes de tono simpdtico reduzido (Bloch et al., 1986; Edwards et
al., 1988: Wharton et al., 1988), quer os nossos, verificados apds a
simpaticectomia, sugerem que o aumento de sintese e armazenamento
ventricular, nestas situacdes, constitua mais um exemplo de modu-
lagdo fenotipica de caracter repressivo das células efectoras exercida

pela inervagdo simpadtica.
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Capitulo VI




A INFUSAO PROLONGADA DE UM BLOQUEADOR DE
RECEPTORES DA ADENOSINA DETERMINA ALTE-
RACOES TROFICAS CARDIOVASCULARES

INTRODUCAO

Os resultados obtidos com a infusfo de adenosina ou de §'-N-
-etilearboxamidoadenosina eram fortemente sugestivos do envolvi-
mento de mecanismos purinérgicos nos efeitos tréficos da inervagéo
simpdtica. Sendo inquestiondvel que os agonistas adenosinérgicos,
quandoinfundidos nas condigdes experimentais descritas, permitem
evitar as alteracoes morfolégicas consequentes a simpaticectomia
das estruturas estudadas (veia safena, coragdo, artérias mesentéri-
cas e figado), permaneciam questdes quanto ao significado da partici-
pacdo da adenosina endégena neste processo de manutengdo de
fenétipo das células inervadas. Uma forma de por a prova a solidez
da hipétese seria reproduzir os efeitos morfolégicos da desnervagao
simpdtica bloqueando os receptores da adenosina. Na fase inicial
deste estudo nio existiam bloqueadores com caracteristicas de solu-
bilidade e poténcia adequadas para serem utilizados em infusao
continua segundo o protocolo necessario. Os disponiveis eram dificil-
mente soliiveis e requeriam a administragdo de grandes volumes, in-
compativeis com a utilizagio de bombas Alzet. Quando finalmente
ficou disponivel a 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX), blo-
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queador hidrossolivel nao selectivo dos receptores da adenosina
(Daly et al., 1985) com caracteristicas de solubilidade e poténcia
adequadas as nossas circunstincias experimentais, utilizdmo-la
para infusdo endovenosa recorrendo a bombas Alzet 2ZML1
implantadas nas condi¢des descritas no Capitulo II.

Infundimos o mesmo bloqueador por via intraperitoneal em

ratos Wistar para mais facilmente avaliar os efeitos tréficos do
bloqueio dos receptores da adenosina, estudando simultaneamente

a evolucdo da pressdo arterial.

Muiltiplos dados bibliograficos motivavam o nosso interesse
pela avaliagdo da pressdo arterial nestas circunsténcias. A adenosina
est4 envolvida no controlo da fungdo cardiovascular a vdrios niveis,
com acg¢bes nem sempre convergentes e, por vezes, antagodnicas. A
adenosina tem efeitos inibitérios sobre a transmissdo adrenérgicano
Coelho (Su, 1978) e no Rato espontaneamente hipertenso (Kamikava
et al., 1980; Illes et al., 1989), mas noutras circunsténcias experi-
mentais e no Rato ndo foi possivel demonstrar qualquer efeito com
relevo fisiolégico sobre a transmissdo adrenérgica (Jackson, 1987).
O seu papel inibidor na regulagio da libertagdo de renina estd bem
demonstrado (Tagawa e Vander, 1970; Spielman e Thompson, 1982;
Kuan et al., 1990; Jackson, 1991). Os seus efeitos no sistema nervoso
central foram documentados verificando-se diminui¢éo da frequéncia
do pulso e da pressdo arterial no Rato (Robertson et al., 1988), mas
também, e em sentido oposto, elevagdo tensional (Barraco, 1988,;
Barraco et al., 1992). A sua bem conhecida ac¢io vasodilatadora pode
contribuir para a manuten¢io de um ténus vasodilatador com im-
portancia fisiolégicano Rato (Gustafsson et al., 1988). Asdivergéncias
verificadas em alguns dos trabalhos citados tém sido interpretadas
como podendo dever-se a diferencas de espécie e de circunstancias

experimentais, & activagio preferencial de receptores A, ou A, e
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algumas sdo claramente atribuiveis a necessidade de efectuar os
estudos sob anestesia, condicionando respostas adaptativas diversas
das que ocorrem em condi¢des mais préximas das fisiolégicas.
Estes factos motivaram o interesse pela avaliagido da evolugdo
da presséo arterial no Rato tratado com o bloqueador dos receptores

da adenosina.

MATERIAIS E METODOS

Infusio de DPSPX no Céao

Utilizaram-se minibombas Alzet (modelo 2ML1) para, segundo
a metodologia descrita no capitulo II infundir DPSPX (2,5 ng/kg h')
na veia safena de cdes de raca indeterminada pesando 6 a 8 kg.

Os fragmentos das veias safenas colhidos ao quinto dia foram
processados para doseamento de noradrenalina e para estudo
morfolégico segundo os métodos descritos no capitulo II.

O DPSPX foi adquirido & RBI (Natick, MA, USA).

Infusiao de DPSPX no Rato

Ratos Wistar (pesando 250 a 300 g) eram treinados durante sete
dias para a medigéio da pressdo arterial pelo método do bragal na
cauda. Utilizava-se a média de quatro determinacdes consecutivas
para todos os cdlculos ulteriores. Excluia-se os animais hipertensos
ou com grande variabilidade dos valores basais. Os ratos seleccionados
eram anestesiados com pentobarbital sédico (30 mg/kg) por via
intraperitoneal. Procedia-se a incisdo da pele e da massa muscular
subjacente na zona média da parede abdominal. Implantava-se na
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cavidade peritoneal minibombas Alzet (modelo 2ML1) carregadas
com 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina, por forma a infundir 30 ng’kg
h!, ou com 0 mesmo volume de dgua destilada. Suturava-se a inciséo
operatéria por planos. Apds o recobro anestésico os ratos eram
mantidos em gaiolas com acesso livre a comida e dgua.
Efectuou-se determinacdes didrias da pressdo arterial sistélica
e diastolica. Um grupo de quatro ratos de cada série experimental
(ratos controlo e ratos tratados com DPSPX) foi sacrificado no termo
dainfusdo (72dia), mantendo-se os restantes oito até ao 28°dia, sendo
sacrificados por decapitagdo. Colhiam-se fragmentos do ventriculo
esquerdo e artérias mesentérica, renal e da cauda para doseamento
da noradrenalina e para estudo morfolégico segundo a metodologia

descrita no Capitulo II.

RESULTADOS
Infusio de DPSPX no Céo

Teor de noradrenalina

O teor de noradrenalina nas veias safenas dos caes infundidos
com DPSPX nao diferiu dos valores de controlo (Tabela 14).

Tabela 14 - Teor da noradrenalina (NA) nas veias safenas de cies controlo
e tratados com 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX). Valores expressos
como média + desvio padrao.

NA (uglg)

veia safena
Controlo 4 2,40+0,32
DPSPX (2,5 ng’kg h') 4 2,561+0,28
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Morfologia

As veias safenas dos cdes infundidos com DPSPX nédo apresen-
tavam alteragdes morfolégicas. Os terminais adrenérgicos apresen-
tavam aspectos semelhantes aos dos controlos.

A morfometria em microscopia de luz permitiu confirmar que a
infusdo deste bloqueador na dose de 2,5 pg/kg h' ndo determinava
alteracdes em relagdo ao controlo (Tabela 15).

Tabela 15 - Didmetro médio das células musculares lisas e dos nucleos dos
fibroblastos das veias safenas de ciies controlo e de ciies tratados com 1,3-
dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX). Valores expressos como média + desvio
padrio.

n Células musculares Fibroblastos
(um) (um)
Controlo 4 6,25+0,60 3,566+0,74
DPSPX (2,5 ng’kgh?) 4 6,15+0,52 3,64+0,91

Infusio de DPSPX no Rato

Evolucédo da pressao arterial

A infusdo de DPSPX em ratos Wistar determinou aumento da
pressdo arterial, detectdvel entre o 3% e o 4° dia apds o inicio do
tratamento. No fim do periodo de infusdo (7° dia) as pressoes
diastélica e sistélica estavam em média, respectivamente, 10,4 e 12,2
mmHyg acima dos valores controlo (p<0,005). Nos animais mantidos
vivos até ao 28° dia verificou-se diminuigdo progressiva dos valores
tensionais, com normaliza¢do pelo fim da segunda semana.
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Teor de noradrenalina

Nio se verificaram diferencgas no teor tecidual de noradrenalina
entre os animais controlo e tratados (Tabela 16).

Tabela 16 - Teor de noradrenalina (NA) em nmol/g, no ventriculo esquerdo
6 nas artérias mesentérica e dacauda deratoscontrolo ederatostratados
com 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina (DPSPX) durante sete dias valores
expressos como média + desvio padrdo da média.

n Controlo n DPSPX
(30 ug/kg k')
Ventriculo esquerdo 4 2,60+0,33 4 2,72+0,21
Artéria mesentérica 4 7,62+0,38 4 7,84+0,54
Artéria da cauda 4 14,50+0,95 4 15,40+0,79

Morfologia

O estudo morfolégico dos ratos sacrificados ao 7° dia revelou
alteragoes muito interessantes. Os animais tratados com DPSPX
apresentavam fibrose peritoneal em grau varidvel, que em alguns
era exuberante. O lume dos ramos das pequenas artérias mesentéricas
(com cerca de 60 pm de didAmetro exterior) encontrava-sefrancamente
diminuido e por vezes ocluido, pela proliferagéo de células da intima.
Quer nas artérias renais, quer nas da caudaverificava-se a ocorréncia
de proliferagiio intimal com formagédo de botdes que protrudiam no
lume dos vasos. A espessura da média das artérias renais e da cauda
estava francamente aumentada. O didmetro médio das células
musculares lisas estava significativamente aumentadona artériada
cauda (6,55+0,85 nm, n=4, vs. 4,51+0,31, n=4 no grupo controlo;
p<0,01).

O didzmetro médio dos nicleos das células miocdrdicas dos ratos
infundidos com DPSPX também se encontrava significativamente
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aumentado (7,81+0,38 pm, n=4, vs. 5,256+0,26 pm, n=4 no grupo
controlo; p<0,01).

Nos animais sacrificados trés semanas ap6s o termo da infuséo
verificou-se regressio das alteragdes hipertréficas das artérias renais
e da cauda, embora se mantivessem as hiperpldsicas (botdes de
células musculares lisas ainda presentes na intima).

DISCUSSAO

Ainfusio de DPSPX, bloqueador nio selectivo dosreceptores da
adenosina (Daly et al., 1985), na veia safena do Céo na dose de 2,5 ng/
kg h!, ndo determinou qualquer modificagdo, quer no teor de no-
radrenalina, quer na morfologia das veias infundidas.

Os resultados obtidos, demonstrando a auséncia de efeitos em
consequéncia da infuséo prolongada de DPSPX neste modelo experi-
mental, sdo susceptiveis de varias interpretagdes. A mais provével,
é a de que néo se tenha conseguido bloquear os receptores dado que
a dose infundida foi muito baixa (embora no limite da solubilidade da
substéancia). Menos consentinea com as hipéteses formuladas sobre
os efeitos tréficos da adenosina, seria a interpretagio de que, embora
se verificasse bloqueio dos receptores, este ndo determinava os mes-
mos efeitos que a falta de mediador verificada na desnervagdo. Nao
era muito facil aceitar esta explicagdo porquanto j4 tinhamos evidéncia
de que a ac¢do da adenosina se exercia sobre receptores e provavel-
mente na membrana celular, dado que a 5'-N-etilcarboxamido-
adenosina, que nio é metabolizada nem submetida a captagéo pelas
células, tinha efeitos idénticos aos da adenosina. Interpretagdes
mais rebuscadas obrigavam a considerar que estas discrepancias se
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poderiam dever a um balango diverso de efeitos dos agonistas e do
bloqueador sobre receptores A, e A,. Os agonistas actuariam sobre
receptores A, e A, de cuja activagdo combinada resultava o efeito de
manutencéo do fenétipo das células alvo. O resultado do bloqueio dos
receptores nio seria o oposto do da activagfo porque esta se faria em
proporg¢do diversa da do blogueio.

A primeira hip6tese, mais provavel e aparentemente mais facil
de por & prova, ndo podia ser testada nesta espécie animal com este
bloqueador, por nio ser possivel aumentar a dose infundida. Decidimos
por essa razdo infundir a DPSPX no Rato, o que permitiu utilizar

doses muito superiores.

A infusdo continua, durante sete dias, de DPSPX (30 ng/kg
h') no Rato, determinou profundas alteragdes cardiovasculares. A
pressdo arterial aumentou gradualmente até ao termo da infuséo,
decrescendo depois progressivamente, para atingir valores basais no
fim da segunda semana.

0 estudo morfolégico evidenciou alteragdesidénticas as descritas
em consequéncia da desnervagfo simpdtica (hipertrofia das células
musculares das artérias estudadas, aumento do didmetro dos nicleos
das células miocdrdicas, fibroplasia). Tinhamos atribuido estas
alteragdes hiperpldsicas e hipertréficas, verificadas nos modelos de
desnervacdo simpética, a falta de adenosina que deixava de se
formar por néo se libertar ATP dos terminais simpéticos. Os resul-
tados obtidos com a infusdo de DPSPX no Rato, reproduzindo um
padrdo morfolégico muito semelhante ao da desnervagéo, refor¢am
a evidéncia experimental a favor do papel desempenhado pela
adenosina como modulador do fenétipo das células efectoras. Esta
interpretacdo deve ser ponderada porquanto se verificou simulta-
neamente uma elevacdo da pressio arterial que, podendo resultar,
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pelo menos em parte, destas alteragdes tréficas nos vasos de re-
sisténcia (Mulvany et al., 1980; Struyker-Boudier et al., 1990),
também pode ter contribuido para a sua instalagdo (Folkow et al.,
1958; Lever et al., 1986). Verificou-se, no entanto, que estas al-
teragdes também surgiam em locais ndo submetidos & influéncia do
regime elevado de pressio arterial (fibroplasia do mesentério). Por
outro lado, havia grande despropor¢do entre a magnitude das al-
teragdes tréficas e a modéstia da elevagdo tensional. Estes factos, néo
invalidando a influéncia da subida da presséo arterial em algumas
das alteracdes descritas, permitem considerar com seguranca que,
quando se bloqueia os receptores da adenosina, se reproduz as
modificacdes fenotipicas verificadas com a simpaticectomia.

Virios mecanismos podem concorrer para a génese de hi-
pertensdo neste modelo. A activagdo simpdtica por acg¢do central
(Barraco, 1988; Barraco et al., 1992) e/ou periférica (Su, 1981), a
inibi¢do do tono vasodilatador da adenosina, ainactivagdodo "travao”
da libertagdo da renina (Jackson et al., 1991) e as alterag¢des morfo-
l6gicas vasculares (Folkow, 1983; Mulvany et al., 1980) sdo alguns
dos factores previsiveis. Qutros efeitos da adenosina podem con-
tribuir simultaneamente para as acgdes hipertréfica/hiperplésica e
hipertensiva do bloqueio dos receptores. De entre os conhecidos
merecem ser considerados o possivel acréscimo de agregagéo plaquetar
(Haslam et al., 1978; Haslam e Cusack, 1981; Quattirim et al., 1988)
com libertagdo de factores tréficos, a eventual diminuigdo da pro-
teccdo contra lesdo endotelial (Cronstein et al., 1986, 1989; Crons-
teim, 1992), a resisténcia a insulina (Green et al., 1990). Merece par-
ticular destaque a hipétese de alguns dos efeitos tréficos serem
mediados pela angiotensina. Esta, a exemplo de outros factores
vasopressores, pode ter efeitos pré-proliferativos (Daemen et gl
1991; Griffin et al., 1991; Mulvani, 1991) nas células musculares
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lisas. A parede vascular tem sistemas geradores de angiotensina que
podem ser antagonizados localmente pela adenosina, ou pelo menos
esta actuando sobre a libertacdo da renina no rim (Jackson et al.,
1991), pode influenciar a formagdo de angiotensina localmente. E
curioso verificar que a infusido de adenosina determina aumento do
efluxo de angiotensina quer nas artérias do antebrago quer nas
corondrias do Homem com hipertensdo essencial (Marzilli et al.,
1992; Taddei et al., 1992). A maior exuberdncia das alteragtes
fenotipicas verificadas neste modelo, em comparag¢do com as que
descrevemos nos modelos de simpaticectomia, poderd dever-se a
conjugacdo dos efeitos resultantes do bloqueio da acgdo da adenosina
de proveniéncia neuronial, com o bloqueio da proveniente das outras
células, dos fibroblastos, das células musculares, das células endote-
liais, que sdo as principais armazenadoras de adenosina. Também a
adenosina oriunda da prépria circulagao, seja a adenosina plasmatica,
seja a proveniente de elementos celulares, fundamentalmente das
plaquetas, poder4 ter o seu efeito bloqueado nestas circunstincias.
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Capitulo VII




DISCUSSAO GERAL

Noinicio deste trabalho, quando nos questiondvamos quanto ao
papel tréfico da inervagéo simpdtica e procurdvamos identificar os
mecanismos envolvidos, a primeirainterrogagdo eraa de se os efeitos
da desnervagdo seriam dependentes do método utilizado e nao
consequéncia directa da simpaticectomia, e porissondo reprodutiveis
por outros mecanismos de desnervagdo. A clampagem daveiasafena
durante cinco minutos poderia desencadear alteragdes distintas das
atribuiveis 4 simpaticectomia. Havia j4 evidéncia de que o fenémeno
de desdiferenciagdo das células alvo ndo era exclusivo deste modelo,
uma vez que a ganglionectomia cervical determinava na artéria
central da orelha de Coelho alteragées semelhantes, embora de
menormagnitude (Branco et al., 1984) e com distribuigéo topogréfica
diversa da da veia safena, em paralelo com o padrdo de inervagao
destes dois vasos. Mesmo assim havia interesse em verificar na
mesma estrutura (veia safena de Céo) se a desnervacéo simpatica
produzida por outro processo acarretava alteragoes semelhantes.
Mostrdmos que a desnervagio quimica pela 6-hidroxidopamina
determinava o mesmo padrdo de desdiferenciagdo e aumento da
actividade de sintese das células musculares lisas e dos fibroblastos.
As alteracdes verificadas nas artérias mesentéricas, no coragéo e no
figado do Cdo, e no coragdo do Rato, quando se procedia a simpati-
cectomia quimica, foram do mesmo tipo. O estudo morfométrico
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permitiu demonstrar aumento das dimensdes dos nicleos das células
musculares lisas, fibroblastos e células miocdrdicas, das dimensdes
das células musculares lisas e do nimero de fibroblastos. No Rato a
desnervagdo quimica aumentou intensamente a produgéo de peptideo
natriurético no coragdo, tendo aparecido granulos de tipo auricular,
conhecidos como armazenadores do peptideo natriurético, no ventri-
culo. Pudemos, desta forma, afastar o espectro de umafalsa atribuigio
de responsabilidade a desnervacgdo e concluir que era de facto a
auséncia de inervacdo simpatica o primum movens dos fenémenos
descritos.

Todos os resultados deste trabalho conduzem a concluséo de
que o sistema nervoso simpdtico exerce actividade moduladora do
fenétipo das células efectoras, e de que esta actividade é de cardcter
repressivo, restringindo as dimensdes e/ou actividade secretora, e,
por vezes, proliferativa, das células. Ndo sdo muitos os trabalhos
existentes na literatura sobre este assunto, embora seja possivel
encontrar publicacdes com resultados e interpretagdes semelhantes
as nossas, ap6s a desnervacao simpatica do expansor secundariorum
do Pinto (Campbell et al., 1977), da aorta do Coelho (Fronek, 1983)
e da artéria cerebral do Coelho (Dimitriadou et al., 1988).

O interesse pelas ac¢des a longo prazo dos neuromediadores
tem crescido desde que se acumularam dados a favor de ac¢des mais
duradouras do que as que eram observadas agudamente. O seu papel
na regulacdo da sintese de proteinas, o modo como regulam a
expressdo de genes especificos em populagdes celulares diversas e
exercem efeitos varidveis na mesma célula sob condigdes de
crescimento distintas, sdo algumas das questdes que tém suscitado
actividade investigacional. O fenétipo celular condiciona a forma
como os neurotransmissores regulam a expressao dos genes (Morgan
e Curran, 1991). O fenétipo celular das células alvo influencia ou
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deter-mina quais os receptores e sistemas de segundos mensageiros
que estdo presentes e que genes podem ser activamente transcritos.
Assim, 0s receptores ou segundos mensageiros, o estado da cromatina,
que genes imediatos e proteinas podem ser activamente transcritos
ou que proteinas de transporte e ligagfo estdo presentes, séo factores
condicionantes da regulagdo exercida pelos neuromediadores. Em
; suma, 0 ambiente intracelular influencia a interpretagdo dos sinais
| externos. Em contrapartida, os neuromediadores podem influenciar
o estado de desenvolvimento das células, regulando a transcrigdo de
genes (Morgan e Curran, 1991). Os mediadores podem funcionar
como factores de crescimento de modo varidvel, dependendo da
célula em que actuam. Por exemplo, a 5-hidroxitriptamina funciona
como factor mitogénico para fibroblastos, mas em células epiteliais
diferenciadas aumenta a produgéo de ferritina , proteina especifica
do tecido diferenciado. Assim, em células diferenciadas, que néo
estdo em divisdo, o efeito tréfico do neuromediador pode contribuir

para manter o estadio diferenciado, influenciando a transcrigéo de
genes caracterizadores do fenétipo celular (Esterle e Sanders-Bush,
1991).

I curioso, a este propdsito, verificar que a simpaticectomia
efectuada durante o crescimento tem consequéncias diversas das
verificadas nas nossas circunstancias experimentais. Na realidade,
enquanto no presente estudo verificimos que a simpaticectomia
determinava alteragoes hipertréficas e, por vezes, hiperpldsicas, na
artéria central da orelha de coelhos em crescimento verifica-se
decréscimo da sintese de ADN e diminuigdo da espessura da parede
do vaso (Bevan e Tsuru, 1980). Da mesma forma, e ao contrario do
que acontece no animal adulto, na veia porta do Rato recém-nascido
verifica-se diminuigfio da drea de corte transversalapésa desnervagao

simpética (Ljung et al., 1979).
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Procurando identificar o factor responsavel pelo efeito tréfico
dainervagio simpdtica, verificdimos quea noradrenalina, que medeia
na veia safena de Céo a actividade funcional simpdtica (Brandéo e
Guimardes, 1974) ndo evitava as alteragdes resultantes da
simpaticectomia. Era, assim, necessdrio continuar a investigagéao,
procurando identificar o factor tréfico de entre as substéncias que
podem ser libertadas pelos terminais simpaticos (ATP, polifosfatos,
neuropeptideo Y, cromograninas). O ATP parecia merecer atengao
prioritdria dado o seu papel de comediador, quase pode dizer-se
universal, nainervacdo simpética. Sabe-se que 0 ATP é cotransmissor
no sistema nervoso simpdtico (Burnstock, 1986; Flavahan e Van-
houtte, 1986; Campbell, 1987; Starke et al., 1991; Ribeiro e Sebas-
tido, 1991) e que apés a libertacdio é metabolizado em adenosina
(Gordon, 1986). No entanto, néo era facil avaliar os efeitos do ATP
quando infundido nas nossas circunstancias experimentais, dado
que a sua rapida metabolizagdo extracelular tornava impossivel
distinguir as suas eventuais ac¢des das dos seus metabolitos (entre
os quais a adenosina). Por outro lado, os andlogos estdveis do ATP
que estavam disponiveis tinham acgdes de agonismo parcial e dessen-
sibilizag¢do de receptores, o que complicaria adicionalmente a valori-
zagdo dos resultados experimentais. Inicidmos, por isso, o estudo
infundindo a adenosina e, com alguma felicidade, fomos bem suce-
didos as primeiras tentativas. A adenosina, bem comoa 5'-N-etilcar-
boxamidoadenosina, seu andlogo estdvel ndo metabolizdvel nem
sujeito a captacdo celular, preveniram os efeitos morfolégicos da
desnervacdo quando infundidas continuamente a partir do inicio
desse processo. Este facto, a par da impossibilidade de obter os
mesmos efeitos com a infusfo de inosina, é muito sugestivo de que a
accdo dos agonistas purinérgicos se devaa efeitos sobre a membrana

celular e a aclivagdo de receptores.
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Nio é facil discutir efeitos tréficos de um mediador ou mesmo de
factores de crescimento j4 bem caracterizados, isolando-os dos efeitos
dos outros e das miltiplasinteracgdes que entre eles se podeidentificar.
Assim, em relagdo ao factor de crescimento derivado das plaquetas
(PDGT), sabe-se que a prostaglandina E, inibe a estimulagdo da
sintese do ADN por ele desencadeada nas células musculares lisas
arteriais, provavelmente por estimulagdo da formagdo de AMP
ciclico (Nilsson e Olson, 1984). Outros factores presentes na parede
arterial podem modificar a ac¢io deste factor tréfico. De entre eles
merece aqui particular atengdo a adenosina (Berne et al., 1983). As
células musculares lisas tém receptores A, capazes de estimular a
adenilciclase (Anand-Srivastava et al., 1982). Em 1985 Jonzon et al.
verificaram, en1 culturas de células musculareslisas provenientes da
aorta de Rato, que a adenosina e os seus andlogos L-PIA e NECA
tinham efeitos sobre a proliferacdo celular. Os seus resultados eram
compativeis com a presenga de receptores A, e A, cuja activacgdo se
acompanhava de diminui¢do de AMP ciclico no primeiro caso e de
aumento no segundo, e associadamente de aumento ou diminuigao
de incorporagdo de timidina e de sintese de ADN. Este efeito era
antagonizado por um bloqueador de receptores da adenosina, a 8-
fenilteofilina, e potenciado pelo dipiridamol, inibidor da captagao da
adenosina. Estes resultados favorecem a interpretagdo de que os
efeitos se devam a acgdes sobre receptores de membrana das células
musculares. A activagdo de receptores A, pela L-PIA potencia a acgéo
de estimulacdo da sintese de ADN desencadeada por concentragoes
sub-eficazes do factor de crescimentolibertado das plaquetas (Jonzon
et al., 1985). Este conjunto de resultados é fortemente sugestivo da
participagdo da adenosina na regulagéo da proliferagéo das células
musculares lisas. Assim, Jonzon et al. (1985) aventaram a

possibilidade da adenosina poder ser um dos factores reguladores da
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proliferagdo muscular lisa verificada na aterosclerose.

Muito interessante foi o facto de se verificar que o efeito
inibitério dos agonistas purinérgicos s era detectdvel quando
previamente se activava a adenilciclase, tratando as células
musculares com forscolina. Nas células musculares ndo pré-incubadas
com forscolina a actividade basal da adenilciclase era tédo baixa que
n#o era possivel detectar efeitosinibitérios. Combase nestes achados,
Jonzon et al. (1985) sugeriram que o balango entre a activagdo de
receptores A e A, é um mecanismo pelo qual a célula muscular pode
modular o efeito de mitogéneos extracelulares. Em aparente
contradicdo com os resultados de Jonzon et al (1985), Rozengurt
(1982a e b), em culturas de células Swiss 3T3, verificou aumento da
produgdo de AMP ciclico e da sintese de ADN apés activagdo pela
NECA. Esta incongruéncia foi atribuida, considerando os resultados
de Ralphe (1983) a efeitos diversos, consoante o tipo celular es-

tudado, do AMP ciclico na disponibilizagéo do cdlcio.

Viarios factos motivaram o interesse pelo papel dos radicais
livres nos modelos experimentais que utilizdmos. Por um lado,
poder-se-ia discutir se a clampagem durante cinco minutos da veia
safena de Cdo ndo desencadeava lesdes de reperfusdo apés anoxia,
nas quais se implicam usualmente os radicais livres de oxigénio. Por
outro, a analogia de efeitos resultantes da infusdo de noradrenalina
com desnervagdo parcial da veia infundida (Albino-Teixeira et al.,
1989) e o5 efeitos da simpaticectomia quimica motivaram os estudos,
que efectudmos, das acgdes da dismutase do superéxido nos modelos
de desnervacdo pela 6-hidroxidopamina da veia safena de Cao, in
vitro,edosventriculose canal deferente doRato, invivo. Adismutase
dosuperéxido preveniu parcialmente a desnervagao simpdaticanestes
dois modelos de simpaticectomia quimica. Estes resultados foram

muito semelhantes aos que tinhamos descrito quando verificimos
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que conseguiamos prevenir o efeito neurotéxico da noradrenalina
infundida por via endovenosa, com ainfusdo simultinea de dismutase
do superéxido (Albino-Teixeira et al., 1989). Concluiu-se, assim, pela
similitude de acg¢des neurotéxicas da noradrenalina e da 6-hidro-
xidopamina, reconhecendo o papel dos radicais livres de oxigénio nas

duas circunstancias experimentais.

E curioso verificar neste contexto que existem agora dados
experimentais que estabelecem nexos entre os efeitos da adenosina
e dos radicais de oxigénio com influéncias reciprocas em varios
modelos experimentais. Usualmente, as acges téxicas dos radicais
livres de oxigénio merecem mais atengdo do que as acgdes moduladoras
de respostas fisiolégicas. No entanto, estdo jad bem caracterizadas
algumas acgdes deste tltimo tipo. Por exemplo, os radicais livres em
concentragdes elevadas inibem a proliferacdo de fibroblastos, mas
em concentragdes baixas tém efeito pro-proliferativo (Murrell et al.,
1990). Os préprios fibroblastos libertam radicais superéxido que
estimulam a proliferagéio de outros fibroblastos (Murrell et al.,1990).
Os radicais livres podem assim funcionar como desencadeadores
répidos, sensiveis e relativamente especificos da proliferacdo de
fibroblastos. Estes, quando estimulados prolongadamente podem
causar fibrose. Este mecanismo foiinvocado para explicar a progresséo
da fibrose na contractura de Dupuytren (Murrell et al., 1987), bem
como da fibrose pulmonar causada pela bleomicina (Phan e Fantone,
1984).

A adenosina é simultaneamente a unidade bédsica para asintese
dos dcidos nucleicos, elemento importante no sistema de armaze-
namento - utilizagiio de energia (ATP) e factor regulador de numerosas
funcdes biolégicas. Entre estas, é particularmente interessante asua
acgdo anti-inflamatéria. A adenosina é o inibidor endégeno da lesdo

endotelial causada pelos neutréfilos (Cronstein et al., 1986). Ela
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pode, a exemplo do que ocorre na isquemia do miocédrdio (Engler,
1987), funcionar como um autacoide com efeito anti-granulécitos,
modificando a adesdo destes as células endoteliais e inibindo a

producdo de radicais livres. Por um mecanismo semelhante ao do
fenémeno designado na literatura anglo-saxénica por “pre-condi-
tioning”, em que periodos breves de isquemia miocédrdica conferem
proteccdo contra a lesdo subsequente a reperfusdo apés isquemia
(Murry et al., 1990), a adenosina pode proteger tecidos submetidos
a hipoxia. Este efeito de “condicionamento” pode ser mimetizado por
agonistas adenosinérgicos e é abolido por bloqueadores dos recep-
tores da adenosina (Liu et al., 1991). A adenosina libertada nessas
circunstancias tem efeito vasodilatador e também acg¢des anti-infla-
matérias. O efeito anti-inflamatério é em parte devido a inibi¢do da
producio de radicais livres pelos neutréfilos. No modelo de isquemia
miocérdica por microembolizag¢do (Hori et al., 1991), que é bastante
distinto dos modelos cldssicos de reperfusido apés isquemia, o tra-
tamento prévio com dismutase do super6xido exerce efeito protector
que seria facilmente atribuivel & neutralizagéo de radicais livres.
Surpreendentemente, este tratamento acompanhava-se de aumento
delibertacdo de adenosina. O mesmo ocorria quando eram ensaiados
outros fadrmacos que interferem com a formagéo de radicais livres,
como oalopurinole 0 CV3611. Esta protecg¢do era abolidabloqueando
os receptores da adenosina. O mecanismo pelo qual estes trés
farmacos aumentam a libertac¢éo de adenosina é desconhecido. Esta,
por seu turno, tem efeitos inibitérios da activagdo leucocitdria e da

produgio de radicais livres pelos leucécitos.

A adenosina parece ser o sinal quimico que impede que a
reaccdo inflamatéria lese células vidveis junto de tecido necrético
(Engler et al., 1986). A adenosina seria o “sinal de vida" (Engler,
1987: Gruberetal., 1989) funcionando como indicador da viabilidade
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das células. As células que jd ndo catabolizam ATP ndo libertam
adenosina, sendo assimidentificadas como despojos necréticos prontos
para remogéo pelas células fagocitdrias.

O efeito benéfico da dismutase do superéxido nos modelos de
isquemia que referimos é fundamentalmente atribuivel ao aumento
de libertagdio da adenosina (Hori et al., 1991). A adenosina atenua,
por um lado, a adeséo e activagdo leucocitdria e inibe a produgdo de
radicais livres pelos leucécitos. O tratamento com prazosina agrava
a isquemia do miocdrdio inibindo a libertag¢do de adenosina (Hori et
al., 1989) e a clonidina tem papel benéfico, aumentando a libertagéo
de adenosina (Kitakaze, 1987; Simpson et al., 1987). Por outro lado,
a adenosina formada extracelularmente antagoniza muitos dos
efeitos extracelulares do ATP. As suas acg¢des tendem a reverter os
efeitos dos estimulos que depletam o ATP intracelular. Em
consequéncia desta "acgdoretaliatéria” da adenosina (Newby, 1984)
é possivel aumentar o fornecimento energético por vasodilatagéo e
estimular a captacdo da glicose dependente da insulina. E curioso
verificar que muitas das nossas circunsténcias experimentais
(desnervagido por clampagem, simpaticectomia quimica) podem
implicar a participagdo de radicais livres. Este facto, conjugado com
os conhecimentos sobre 0s nexos entre as acgdes da adenosina e 08
efeitos dos radicaislivres, suscita a especulagio de que os mecanismos
pelos quais a adenosina exerce os seus efeitos tréficos envolvem a
modulacéo de acgdes dos radicaislivres. Ndoé ainda possivel responder
a esta questdo, embora parega merecer ser posta a prova

experimentalmente.

Os resultados obtidos com a infusdo de adenosina ou de
5'-N-etilcarboxamidoadenosina eram fortemente sugestivos do
envolvimento de mecanismos adenosinérgicos nos efeitos tréficos da
inervacdo simp4tica. Uma forma de comprovar a importancia da
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adenosina nesta ac¢do de modulagao fenotipica das células efectoras
seria reproduzir os efeitos morfolégicos da desnervacdo simpética
bloqueando os receptores da adenosina. Os resultados que obtivemos
com a infusdo de DPSPX no Rato, em que este bloqueador néo
selectivo dosreceptores da adenosinadesencadeou alteragoes tréficas
semelhantes, embora de expressio mais exuberante, as das
desnervacdo simpdtica, constituem um suporte significativo a tese
de que os efeitos tréficos dainervagdo simpatica se devem a activagao
de receptores da adenosina nas células efectoras. Que saibamos, este
foi o primeiro estudo em que se procedeu a infusio prolongada deste
bloqueador de receptores da adenosina e em que se avaliaram as suas
repercussdes tréficas cardiovasculares, bem como a suainfluénciano
padrao de evolucgfio da pressdo arterial. O facto de neste modelo se ter
verificado elevagdo da presséo arterial poderia ter contribuido para
a exuberancia das alteracdes hipertréficas e hiperpldsicas encontra-
das nos animais tratados. De qualquer modo, a sua instalagdo em
locais ndo submetidos ao regime tensional elevado, a grande despro-
por¢do entre a magnitude da elevacido tensional e a das alteragoes
vasculares, o curto espago de tempo em que se instalaram, sdo
argumentos fortes a favor de efeitos tréficos directos resultantes da
accdo do bloqueio dos receptores da adenosina. A extensado das
alteracgdes resultantes do bloqueio, muito mais exuberantes do que
as resultantes da simpaticectomia, poderd depender em grande
parte da interacgdo conjugada do bloqueio dos efeitos da adenosina
proveniente dos nervos simpéticos, com o bloqueio da proveniente de
outras células (fibroblastos, células musculares e células endoteli-
ais), bem como da oriunda da circulagdo. Ndo querendo retomar a
discussdo, ja aflorada no capitulo VI, dos provdveis mecanismos
desta subida tensional, é de sublinhar que parece justificado pros-
seguir o seu estudo para melhor caracterizagio deste novo modelo de
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hipertensdo e das suas possiveis implicagdes na compreensdo da
hipertensio essencial no Homem.

Desde que, em 1929, Drury e Szent-Gyorgyi descreveram os
efeitos cardiovasculares da adenosina, tém sido identificadas muitas
outras accdes deste nucleosideo. A adenosina tem efeitos cronotrépico
e inotrépico negativos (Berne, 1964) e acgéo vasodilatadoraem quase
todos os territérios vasculares (Olsson e Pearson, 1990). Os seus
efeitos no sistema nervoso central incluem a inibigdo dalibertagio de
mediadores, a ac¢do reguladora da presséo arterial e da frequéncia
de pulso e respiratéria em sistemas de integragao neurovegetativa,
accdo sedativa e anticonvulsivante, e acgdo protectora em relagéo a
noxas (isquemia, excitotoxicidade) (Williams, 1989,1992). Alguns
factos contribuiram para a génese da hipétese de que a adenosina
seja um dos anticonvulsivantes endégenos. A adenosina e agonistas
adenosinérgicos tém acgdes anticonvulsivantes, enquanto osbloquea-
dores de receptores da adenosina tém efeito convulsivante no electro-
choque, bem como nas convulsdes audiogénicas e causadas por
irritantes quimicos (Dunwiddie e Worth, 1982; Walker, 1981). Séo
bem conhecidos os efeitos procenvulsivantes das xantinas, cafeina e
teofilina. Durante as crises convulsivas verifica-se aumento répido
e muito marcado da adenosina (Win et al., 1981; Schultz e Lowens-
tein, 1978), atingindo valores maximos com o termo da convulsdo.
Estes factos suscitaram a hipétese de que a actividade convulsiva
produza uma répida subida dos niveis de adenosina no sistema
nervoso central que, activando receptores extracelulares, termina as
convulsdes por produzir hiperpolarizag¢do dos neurénios (Dragunow,
1986). A adenosina também exerceria efeitono periodo pés-convulséo,
prolongando o periodo refractdrio (Burley e Ferrendelli, 1984).

O papel da adenosinanassituagdes de acidente vascular cerebral,
exercendo um efeito descrito como neuroprotector, tem motivado
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crescente aten¢do (Dragunow e Faull, 1988; Marangos, 1990). A
adenosina, actuando como metabolito retaliatério e neuromodulador
homeostdtico que é formado e/ou libertado em situacdes de
desequilibrio entre a solicitagdo e o aporte energético, permitiria
restaurar este balanco. A adenosina diminui a excitagdo, neuronial
glutamatérgica desencadeada pela isquemia, determinando menor
utiliza¢do de energia. De forma mais significativa a adenosina
antagoniza a acumulacio de calcio livre citosélico, que pode ter efeito
neurotéxico. Esta acgdo deve-se ao efeito inibitério directo dos canais
de cdlcio do tipo O e & interrupg¢do do ciclo vicioso de despolarizagio
das membranas neuroniais e activagiode receptores glutamatérgicos.
Estes factos tém sido explorados na busca de farmacos iteis nas
situacdes de acidente vascular cerebral (Rudolphi et al., 1990).

A adenosina interfere ainda na regulagdo da libertagdo da
renina (Jackson, 1991), inibe a agregacdo plaquetar, modula a

actividade linfocitdria, causa broncospasmo, inibe a lipélise em
adipdcitos (Rankumaret al,, 1988; Williams, 1992). Os efeitos tréficos
da adenosina mediados por receptores podem reconhecer-se, em
varios modelos (para além dos que nés observdamos em relacio a
desnervacio simpatica da veia safena, do miocdrdio e da artéria
mesentérica do Cdo, da artéria central da orelha do Coelho e do
miocdrdio do Rato, e em relagdo as alteragdes cardiovasculares
determinadas pela infusio prolongada do bloqueador dos receptores
da adenosina, DPSPX, no Rato). Dois deles merecem referéncia
particular. A adenosina previne parcialmente a fibrose hepatica
ap6s lesdo por tetracloreto de carbono (Herndndez-Munoz et al.,
1990) néo interferindo com a ac¢do hepatotéxica do mesmo. Embora
a metodologia empregue ndo permita comparacdes directas, estes
resultados merecem ser valorizados tendo presentes os que obtive-
mos quando estuddmos os espagos porta do figado de cdes desnerva-
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dos pela 6-hidroxidopamina. Nestas circunstincias experimentais a
hiperplasia de fibroblastos e mastécitos causada pela simpaticecto-
mia é prevenida pela infusdo de adenosina. Se o papel da adenosina
na regulacdo do fluxo sanguineo hepatocitario estd bem estudado
(Lautt et al., 1988), ndo h4, que saibamos, estudos que permitam
estabelecer nexos entre estes efeitos e as situacdes de fibroplasia
hepatica. Tendo presentes as acgdes moduladoras de respostas
inflamatérias, as interacgdes com 0s mecanismos que envolvem
radicais livres, é tentadora a especulagéo sobre o papel da adenosina
na prevencdo das lesdes resultantes de agentes hepatotdxicos. Por
outro lado, e também com carécter especulativo mas merecedor de
verificacéo, pode aventar-se a hipétese de que a desnervagio simpatica
contribua para a fibroplasia hepéatica, nomeadamente a associada
com a ingestdo de etanol (Moura, 1985). De facto, sabe-se que as
catecolaminas podem originar produtos de condensagéo com o al-
deido acético que, quando oxidados, formam substéncias semelhan-
tes & 6-hidroxidopamina (Collins etal., 1982, Moura, 1985). Estd bem
determinado o efeito neurotéxico sobre os terminais simpaticos de
produtos de condensagéo da adrenalina com o aldeido acético (Azevedo
e Osswald, 1977). Outro exemplo de efeito tréfico da adenosina é o
descrito na transdiferenciacdo celular, ou conversdo de um tipo
celular noutro, que ocorre nas células epiteliais da iris durante a
regeneracdo apés lentectomia. O processo de desdiferenciagio que
precede a rediferencia¢do em células do cristalino (alteracgdes mor-
folégicas e despigmentagéo) é estimulado pela adenosina (Torres et
al., 1988). Todos estes efeitos poderao ter importancia clinica para
explica¢io da patogenia e eventualmente para o desenvolvimento de
novas formas de terapéutica (na hipertensao, na aterosclerose, no
“pre-conditioning”, na prevencido de lesdes de reperfusdo apés is-
quemia transitéria, nos acidentes vasculares cerebrais, na epilepsia,
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na ansiedade e na depressdo, e na regulacdo imunolégica e infla-
matdéria).

O tratamento da taquicardia supraventricular paroxistica e o
uso em estudos deimagiologia cardiovascular sdo as tinicas situagoes
de emprego clinico ja consagrado. Sendo a adenosina ubiquitdria e
tdo importante o balanco fino dos seus efeitos, é dificil conseguir
farmacos com grande especificidade de acgéo. A escolha de fArmacos
agonistas ou bloqueadores especificos para um dos subtipos de
receptores conhecidos ndo modifica muito esta limitagdo. O mesmo
raciocinio se aplica aos bloqueadores de captagdo ou modificadores
do metabolismo, embora neste tiltimo campo se possa prever alguma
especializagdo topografica. A grande esperanga é a da obtencdo de
farmacos que, por qualquer dos mecanismos invocados, sé sejam
activos em circunstancias anormais de producdo ou utilizagdo da
adenosina. Apesar destas limitagdes, hd j4 um nimero aprecidvel de
farmacos em vdrias fases de ensaio, destinados a eventual utilizagio
terapéutica, para quase todos os campos enunciados: ansioliticos,
antidepressores, antipsicéticos, antiepilépticos, na prevencio e
tratamento do acidente vascular cerebral, na prevengdo e no
tratamento do enfarte do miocdrdio, anti-hipertensores, anti-
-agregantes plaquetares, anti-inflamatérios e imunomoduladores
(Williams, 1992). N3o é tarefa ficil prever qual ou quais de entre
estes terdo real relevancia clinica. Tal depende de, para além dos
factores ja indicados, se vir a verificar especificidade de efeitos que
justifiquem a utiliza¢éo de novos farmacos em campos terapéuticos
ja relativamente bem apetrechados, como é o caso dos anti-
hipertensores. De qualquer modo, os resultados do presente trabalho
tornam imperativo o reconhecimento da necessidade de aprofundar
aavalia¢do dos mecanismos adenosinérgicos nocampo da hipertenséo,
quer no estudo da sua génese, quer no desenvolvimento de novos
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farmacos. Parece justificada igual expectativa nos resultados do
estudo do envolvimento da adenosina na prevengéo e tratamento de
situagdes clinicas em que a participagdo de radicais livres é conhe-
cida, nomeadamente as de reperfusdo apés anoxia, tais como o

enfarte do miocsrdio e o acidente vascular cerebral.
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RESUMO E CONCLUSOES

O efeito tréfico dainervacdo simpdtica sobre as células efectoras
estava ja bem estudado na veia safena de Céo e na artéria central da
orelha de Coelho. Apds a desnervagdo verificam-se alteragoes
morfolégicas muito marcadas. A parede dos vasos estd espessada, ha
hipertrofia das células musculares lisas cujos nucleos estao
aumentados de volume, com numerosas indentagdes e com redugéo
de heterocromatina, verificando-se ainda haver aumento acentuado
do reticulo endoplasmdtico rugoso. O numero de fibroblastos esta
aumentado, podendo também observar-se nestas células um padréo
de alteragdes morfolégicas similar. Estes resultados permitem afirmar
que a inervacio simpdtica modula o fenétipo das células efectoras.

Procurando identificar o factor responsével pelo efeito tréfico
da inervacdo simpdtica, verificimos que a noradrenalina infundida
continuamente, ndo evitava as alteragdes resultantes da simpati-
cectomia. Sabe-se que o ATP é cotransmissor no sistema nervoso
simpéatico e que apés a libertagdo é metabolizado em adenosina.
Decidimos, porisso, estudar a participagdo da componente purinérgica
da inervagdo simpatica nestes efeitos tréficos. Com esse objectivo,
infundimos continuamente adenosina ou analogos por viaendovenosa
e estuddamos os seus efeitos sobre as consequéncias da desnervagao
cirirgica (veia safena de Cdo) ou quimica (veia safena, coragdo,
figado e artérias mesentéricasde Cdo). As consequéncias morfolégicas
dadesnervagido quimicainduzida pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
na veia safena de Cédo foram sobreponiveis as descritas apds a
desnervagcio cirtirgica. Deigual modo, a desnervagdo quimica provocou
hipertrofia e hiperplasia das células efectoras no coragdo, figado e
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artérias mesentéricas de Cao. Procedeu-se a infusao continua, por
viaendovenosa, durante cinco dias, recorrendo abombas Alzet 2ML1,
de noradrenalina (0,1 pg/kg h'), adenosina (10 pg/kg h''), inosina (10
pe/kg h') ou 5'-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA) (0,1 ng/kg h')
em cies desnervados e em cdes controlo. A noradrenalina e ainosina
néo preveniram as alteracdes morfol6gicas causadas pela desnervagéo.
Pelo contrario, quera adenosina quer a NECA preveniram totalmente
as alteragdes morfolégicas provocadas pela simpaticectomia. Estes
resultados sdo fortemente sugestivos de que o seu efeito se exerga por
um mecanismo dependente da activac¢io de receptores da membrana
celular, porquanto a NECA actua extracelularmente, nio sendo
metabolizada nem submetida a captagéo celular significativa.

Areproducio dos efeitos morfolégicos da desnervacgdo simpética
apés bloqueio de receptores da adenosina seria uma forma de

comprovar a sua importincia nesta acgdo de modulagéo fenotipica.

Por outro lado, em vérios modelos de hipertensdo ha alteragdes
estruturais semelhantes as encontradas apds simpaticectomia.

Decidimos, porisso,infundir continuamente, durante sete dias,
por via intraperitoneal, no Rato, 1,3-dipropil-8-sulfofenilxantina
(DPSPX), um bloqueador néo selectivo dos receptores da adenosina,
na dose de 30 pg/kg h'. Este tratamento determinou profundas
alteracoes cardiovasculares.

A pressdo arterial aumentou gradualmente até ao fim da
infusao.

O estudo morfolégico evidenciou alteracdes hiperpldsicas e
hipertréficas idénticas, embora mais exuberantes, as descritas em
consequéncia da simpaticectomia (hipertrofia das células musculares
lisas das artérias mesentérica, renal e da cauda, prolifera¢do intimal

com formacio de botdes que protrudiam no lume dos vasos, aumento
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do diametro dos nicleos das células miocardicas, fibroplasia). No seu
conjunto, estes resultados reforgam a evidéncia experimental a favor
do papel desempenhado pela adenosina como modulador do fenétipo
das células efectoras, e indiciam a participagdo de mecanismos

adenosinérgicos no desenvolvimento da hipertensao.

Verificdimos que a noradrenalina, quando infundida por via
endovenosa, causava desnervagido simpdtica por um mecanismo que
dependia da formacdo de radicais livres. A analogia de efeitos
resultantes dainfusdo de noradrenalina, com desnervagéo parcial da
veia infundida, e os efeitos da simpaticectomia quimica pela 6-
OHDA, motivaram os estudos, que efectudmos, das acgdes da
dismutase do superéxido nos modelos de desnervgdo pela 6-OHDA da
veia safena de Cio, in vitro, e do ventriculo e do canal deferente do
Rato, in vivo. A dismutase do superéxido preveniu parcialmente a
desnervagiio simpdtica, nestes dois modelos experimentais. Estes
resultados permitem concluir pela similitude de acgoes neurotéxicas
da noradrenalina e da 6-OHDA, e reconhecer o papel dos radicais
livres de oxigénio em ambas as circuntancias experimentais.

Dos resultados experimentais apresentados pode concluir-se
que:
1. A inervagio simpética exerce efeitos tréficos modulando a
expressao fenotipica das células efectoras.

2. Esta accdo tréfica é mediada pela adenosina.

3. O papel tréfico da adenosina nainervagéo simpética nao esta
confinado ao sistema cardiovascular.

4. O efeito tréfico da adenosina parece dever-se a activagéo de
receptores de membrana das células efectoras.
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5. O bloqueio prolongado dos receptores da adenosina provoca
alteracdes estruturais no sistema cardiovascular e hiper-

tensdo arterial.

6. A noradrenalina pode exercer efeitos neurotéxicos sobre os
terminais simpdticos por mecanismos semelhantes aos da
6-hidroxidopamina.

7. Os radicais livres estdo envolvidos nas acgdes neurotoxicas
da noradrenalina e da 6-hidroxidopamina.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

There is evidence for a trophic influence exerted by the
sympatheticinnervation of blood vessels upon vascular effector cells.
Surgical denervation of the canine lateral saphenous vein or of the
rabbit ear artery produced thickning of the vessel wall accompanied
by marked morphological changes of extraneuronal cells. SmootE
muscle cells were larger and presented indentation of the nuclear
enveloppe, reduction of heterochromatin and accentuation of the
rouglt endoplasmic reticulum. Fibroblasts were more numerous and
showed similar structural alterations. These results allowed us to
conclude that sympathetic innervation modulates the phenotype of
effector cells.

Since the cotransmission by noradrenaline and adenosine-5'-
triphosphate (ATP)in sympathetic nerve endingsis well establi shed,
the role played by the noradrenergic and purinergic components in
determining these trophic effects was evaluated. The effects of
noradrenaline and adenosine, an ATP metabolite, in a number of
tissues after surgical (saphenous vein of the dog) or chemical
(saphenous vein, heart, liver and mesenteric arteries of the dog)
sympathetic denervation were studied. Chemical denervation by
6-hydroxidopamine (6-OHDA) produced the same morphological
changes as surgical denervation in the saphenous vein of the dog.
Similarly, light microscopy morphometry showed hypertrophic-
hyperplasticchanges of effector cellsin the heart, liver and mesenteric
arteries of the dog. Noradrenaline (0.1 pg/kg. h''), adenosine (10 pg/
kg. h)), inosine (10 pg/kg. h') or 5'-N-ethylcarboxamidoadenosine
(NECA) (0.1 pg/kg. h!) were infused by the intravenous route, for

131



E

five days beginning immediately after denervation, using Alzet
minipumps. Noradrenaline and inosine infusions did not prevent the
morphological changes caused by denervation. In contrast, both
adenosine and NECA infusions totally prevented those changes.
Since NECA acts extracellularly, being neither metabolized nor
subjected to significant cellular uptake, the positive effect of both
adenosine and NECA is strongly suggestive of a receptor-operated
mechanism.

Structural changes similar to those occurring after sympathetic
denervation have been observed in various hypertensive models.
Considering the trophic role of adenosine, that similarity led us to
investigate the effect of long-term, continuous intraperitoneal
administration of 1,3-dipropyl-8-sulfophenylxanthine (DPSPX) (30
ng/kg. h! for seven days), a non-selective adenosine antagonist, in |
normotensive rats. DPSPX induced profound alterations in the
cardiovascular system. Blood pressure increased progressively until
the seventyday. Thelumen of small mesentericarteries wasnarrowed
or occluded due to proliferation of intimal cells. Smooth muscle cells
of the mesenteric, renal and caudal arteries presented hypertrophy
and the nuclei of myocardial cells was increased. These results
confirm the trophic action of adenosine and suggest its involvement

in hypertensive mechanisms.

We had previously found that continuous intravenous infusion
of noradrenaline through the lateral saphenous vein of the dog
damaged the sympathetic nerve endings of the infused vein. The
same study provided evidence that a substance derived from
noradrenaline exerted a 6-OHDA-like effect. In order to further
explore the analogy of the neurotoxic effects of noradrenaline and 6-
OHDA, the effects of superoxide dismutase (SOD) were studied in
two models of 6-OHDA-induced denervation (denervation of the
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lateral saphenous vein of the dog, in vitro, and denervation of the
ventricle and vas deferens of the rat, in vivo). SOD exerted a
protective effect toward the neurotoxic action of 6-OHDA. These
results are compatible with an involvement of free radicals in
6-OHDA-induced denervation and represent a further contribution
to the view that the mechanisms involved in 6-OHDA- and

noradrenaline-induced neurotoxicity are similar.

From the present results, it may be concluded that:

1. Sympathetic innervation exerts trophic effects, modulating
the phenotype of effector cells.

2. Adenosine is the trophic factor responsible for these actions.
3. The trophic role of adenosine is not restricted to vascular
tissue.

4. Adenosine trophic effects are mediated by activation of
membrane receptors on the effector cells.
5. Long-term blockade of adenosine receptors induces

cardiovascular structural changes and hypertension.

6. Noradrenaline may exert neurotoxiceffects upon sympathetic
varicosities reminiscent of those of 6-OHDA.

7. Free radicals are involved in the neurotoxic actions of the
noradrenaline and 6-OHDA.
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