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PREFACIO

0 despontar da minha actividade na area da investigacao cientifica teve lugar em Fevereiro de
1987 quando, a convite da Professora Doutora Maria da Conceicdo Magalh3es e do Professor
Doutor Manuel Magalhaes, iniciei a minha frequéncia no Instituto de Histologia e Embriologia da
Faculdade de Medicina do Porto. Tomei conhecimento dos trabalhos de investigacao em curso
integrados no grupo de estudo da morfofisiologia da glandula supra-renal do rato, e iniciei a
minha aprendizagem na drea da microtomia, ultramicrotomia e morfologia ultrastrutural, tendo
sido contratado como Monitor da disciplina de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de
Medicina do Porto em Qutubro de 1988.

Na altura, as primeiras observacoes efectuadas pela Professora Doutora Maria da Concei¢do Ma-
galhdes em enxertos de glandula supra-renal sugeriram que os fendmenos de diferenciacdo
adrenocortical e mecanismos moduladores envolventes poderiam ser estudados in vivo utilizan-
do o procedimento do autotransplante, proporcionando um modelo de regula¢do nao consegui-
do in vitro através da cultura de células.

Motivado por tais sugestdes, desenvolvi o procedimento do autotransplante da glandula supra-
-renal do rato Wistar tendo introduzido alteracdes pessoais nas técnicas até entao utilizadas, o
que permitiu criar um modelo de estudo da regulacao dos processos de regeneracao e diferen-
ciacao a nivel do tecido glandular adrenocortical.

0 trabalho desenvolvido nesta dissertacao encontra-se compilado em quatro publicagdes. A sua
distribuicao cronoldgica reflecte de uma forma coerente a evolu¢do nas técnicas e conhecimen-
tos adquiridos, e o seu contetdo pretende proporcionar dados objectivos respeitantes as directri-

zes impostas, Um capitulo introdutdrio para enquadramento da dinamica adrenocortical e dos
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mecanismos de regeneracdo e diferenciagao glandular afigura-se importante para uma leitura
global esclarecedora e para uma melhor compreensio dos fenémenos envolvidos no autotrans-
plante da glandula. As consideracdes finais inevitavelmente salientam os resultados ja expostos
nas publicagbes, mas constituem um meio necessario para uma mais proficua correlacio dos

mesmos, com vista a uma exposi¢cao mais clara das conclusdes.

0s meus sinceros agradecimentos ao corpo docente, investigador e técnico do Instituto de Histologia

e Embriologia, sem os quais nada teria sido possivel.

Ao Professor Doutor Manuel Magalhaes, actual Director do Instituto e Regente da disciplina da
qual sou docente, desejo expressar um sentido e humilde agradecimento. De facto, tem sido um
privilégio trabalhar a seu lado no desenvolvimento das areas da docéncia e investigacio. Se o
profissionalismo & inegavel, o aconselhamento n3o tem preco.

A Professora Doutora Maria da Conceicdo Magalhaes desejo salientar o grande espirito empreen-
dedor e cientifico com que constréi tudo aquilo em que toca. Esse espirito s6 é ultrapassado pelo
seu inabalavel bom senso e pela sua grande capacidade de ultrapassar a rigidez dos limites —
quando se comeca nao mais se consegue parar.

A ambos gostaria de expressar um sentimento. Na verdade, € algo mais que um sentimento, é a
certeza de me terem transmitido que nada se cria sem o necessario empenho. Se esta dissertacio
viu a luz do dia, entdo eu sei a quem a devo, sei quem me ensinou a investigar e questionar, sei
quem me orientou e motivou, sei a quem devo agradecer. £ com toda a humildade que o faco.

Pelo bem estar de todos nés, muito obrigado.

Ao Professor Doutor Anténio Coimbra, recentemente jubilado, agradeco o apreco demonstrado

pelo meu trabalho, bem como o exemplo do investigador dedicado, competente e rigoroso.
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Ao Professor Doutor Gavin P. Vinson da Universidade de Londres, com quem tive a honra de
compartilhar alguns dos mistérios da glandula supra-renal, desejo expressar a minha imensa
gratidao pela colaboracdo prestada, assim como a minha admiracao pelo caracter determinado
que coloca nos seus estudos.

Entre os colegas do Instituto gostaria particularmente de agradecer aqueles com quem de perto
laborei nas estradas adrenocorticais. Ao Professor Doutor Duarte Pignatelli, com quem tanto
discuti na alegria e na tristeza, desejo realcar a amizade que nos une ja desde longa data e salien-
tar as suas eximias qualidades de investigador dedicado e perseverante. A Dr* Delminda Neves e
ao Professor Doutor Henrique de Almeida, meus “acorrentados” companheiros, a certeza de que
dificilmente se encontra hoje um grupo tdo coeso e tao unido pelos lagos do trabalho. Tenho
orgulho neste extraordindrio grupo e na sua dedicagdo em prol da ciéncia.

Aos Professores Doutores Deolinda Lima, José Castro Lopes, Isaura Tavares € Armando Almeida e
Drs Pedro Pinto, Marta Maia, Antonio Avelino, Vasco Galhardo, Ana Rita Castro, Sandra Rebelo e
Fani Neto agradeco a amizade e todo o apoio que me dispensaram,

As Sr= D. Maria Amélia Ferreira, Maria Teresa Laranjeira, Ana Maria Faustino, Maria Alice Silva e
Maria de Fatima Cunha e ao Sr. Fernando Rodrigues, o meu sincero agradecimento pelo precioso
auxilio na execu¢do das experiéncias e técnicas laboratoriais, preparacao de textos e material
iconografico, e manutencdo dos animais.

Agradeco aos restantes elementos do Instituto, que, pelo seu zelo, preocupacao e dedicacdo nas

fungdes, me proporcionaram o apoio necessario.

Merecem-me aqui dois agradecimentos essenciais pelo suporte da insustentavel leveza do ser: ao
Professor Doutor Francisco Cruz, meu padrao de referéncia e meu exemplo preferido, e ao Dr.

Paulo Diniz Oliveira, meu Mestre Clinico a quem tanto devo...
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Do Laboratério de Radioisétopos da Faculdade de Medicina do Porto, 0 meu agradecimento a
Dr* Maria Eugénia Azevedé, pelos doseamentos de aldosterona e actividade da renina plasmatica.
Ainda, o meu reconhecimento a Dr* Maria José Bento do Instituto de Patologia Imunoldgica e
Molecular da Universidade do Porto pela colaboracdo na realizacdo dos estudos imunohisto-
quimicos.

Do Servico de Urologia do Hospital S. Jodo, a minha gratidao aos colegas pelo apoio demonstrado

e pela ajuda preciosa em momentos dificeis.

Agradeco ainda a Fundagdo Calouste Gulbenkian e a2 Fundacdo Gomes Teixeira da Universidade
do Porto por terem proporcionado a minha participacio em diversas reunides para apresentacao
de resultados. Cito ainda varias entidades pela sua ajuda na impressao deste trabalho e as quais

agradeco: Boheringer Ingelheim, Pfizer, Abbott e Atral.

Ao meu Pai quero agradecer a continua inspiracao que, com o seu espirito aberto e perfeccionista,
sempre me criou novas perspectivas. Sua constante presenca deposita em mim motivac¢ao e cora-
gem. Tanto orgulho tenho de com ele ser tao parecido e de o ter tido como Pai.

A minha Mie, que me ensinou a crescer e a amar, e me fez o que hoje sou.

A Lurdes, minha alma gémea, ela sabe o que penso, o que sinto e o que tenho ou nao para
dizer...

Aos meus queridos filhotes, André e Bruno, a certeza de que, como sempre, sera tudo para eles...
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Em obedi&ncia ao disposto no Decreto-Lei n® 388/70, Artigo 8°, paragrafo 2, esclareco que efectuei o
planeamento e execucdo das experiéncias, observacao do material e andlise dos resultados e redigi

as primeiras versoes das seguintes publica¢des, que fazem parte integrante desta disserta¢ao:

[ Vendeira, P., Magalhaes, M. M. e Magalhaes, M. C.
Autotransplantation of the adrenal cortex: a morphological and autoradiographic study.

The Anatomical Record, 232: 262-272, 1992.

Il Vendeira, P., Neves, D., Magalhaes, M. M. e Magalhaes, M. C.
Modulation of autotransplanted adrenal gland by endothelin-1: a morphological and

biochemical study. The Anatomical Record, 246: 98-106, 1996.

Il Vendeira, P., Pignatelli, D., Neves, D., Magalhaes, M. M., Magalhaes,M. C.,
Ho, M. e Vinson, G.
New insights into zonal differentiation of adrenal autotransplants in the rat: an immunohis-

tochemical study. fournal of Endocrinology, 149: 497-502, 1996.

IV Vendeira, P., Pignatelli, D., Neves, D., Magalhaes, M. M., Magalhaes, M. C.
e Vinson, G.
Effects of prolonged infusion of basic fibroblast growth factor and IGF-1 on adrenocortical
differentiation in the autotransplanted adrenal: an immunohistochemical study. Journal

of Endocrinology, 162: 21-29, 1999.

A reproducao destas publicacdes foi feita com autorizagdo das respectivas editoras.
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Durante os séculos da Renascenca, apds a descoberta das supra-renais em 1563 por Eustachii —
Glandulae renibus incumbentes — estas glandulas foram consideradas como parentes embriol6-
gicos das gonadas, desprovidas de qualquer interesse médico. Em 1845 as regides periférica e
central do 6rgdo foram designadas por Huschke respectivamente de cortex e medula. Dez anos
mais tarde Bernard classifica-as como drgaos de secrecao interna, e Addison salienta a sua impor-
tancia na manutencao da vida — fez a primeira descricio clinica do deficiente funcionamento da
glandula supra-renal e promoveu os primeiros estudos cientificos sobre a fisiopatologia deste
orgao. A evidéncia de que a exérese das glandulas supra-renais, em diversas espécies animais,
tinha como consequéncia a morte (Brown-Séquard, 1856, 1857), alertou a comunidade cientifica

para a necessidade da melhor compreensdo da sua morfofisiologia.

Em 1866, estudos morfoldgicos de Arnold levaram este autor a considerar trés zonas no cortex
supra-renal, — glomerulosa, fasciculada e reticular —, denominagado que se tem mantido até hoje,
e que os estudos posteriores a nivel de microscopia dptica e electrénica confirmaram. A demons-
tracdo de que a manutencao da vida é da responsabilidade do cértex da glandula supra-renal
deve-se a Bied| (1913), Houssay e Lewis (1923) e Hartman e col. (1927), os quais realgam também
a sua importancia relativamente a zona medular. Esta zonagao morfolégica da glandula levou a
exploracao do conceito de anatomia funcional do 6rgao o que permitiu relacionar as caracterfs-
ticas zonais do cortex supra-renal com a biossintese dos esterdides, atribuindo-se a produc¢do de
mineralocorticéides a zona externa e a producao de glicocorticéides e androgénios a zona inter-

na — zona fasciculada + zona reticular — (Neville e O'Hare, 1979).
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Décadas de investigacdo e consequentes descobertas no campo da morfofisiologia da esteroidogé-
nese adrenocortical permitiram verificar que muitos dos conceitos adquiridos apresentam im-
portancia fundamental na compreensao e no significado funcional da glandula. No entanto, é
curioso notar como a nivel dos conhecimentos actuais de Biologia Celular e Molecular, notamos
grandes dificuldades em responder com exactiddo as mesmas perguntas colocadas pelos primeiros

investigadores desta area. Como regenera a glandula supra-renal? Como se diferencia?
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1. A esteroidogénese na glandula supra-renal

0 conhecimento do mecanismo da esteroidogénese na glandula supra-renal desenvolveu-se a
partir dos anos 30, ap6s o isolamento quimico e identificacdo de numerosos principios activos
esterdides do cortex supra-renal. Os trabalhos pioneiros de Kendall (1937) e Pfiffner (1942), cons-
tituiram a base cientifica do inicio da corticoterapia, verificando-se que a administracao de ex-
tractos lipidicos adrenocorticais permitiam um adequado controle metabélico em animais su-

pra-renalectomizados bilateralmente (Swingle e Pfiffner, 1930).

Todas as hormonas adrenocorticais conhecidas sao, de facto, esteréides e a sua biossintese impli-
ca a formacao do denominado niicleo esterdide (Hayano e col., 1956). A demonstra¢ao de que a
glandula supra-renal sintetiza colesterol e, a partir deste, as hormonas esteréides, deve-se a Hechter
e col. (1953), que introduziram, pela primeira vez, o conceito do nicleo esteréide (o anel ciclopenta-
noperidrofenantreno). Este precursor pode ser sintetizado na glandula a partir do acetato, mobi-
lizado a partir de colesterideos de localizacdo intracelular (goticulas lipidicas), ou ser obtido a
partir da circulagdo sanguinea (Werbin e Chaikoff, 1961; Brown e col., 1979), sendo esta idltima a

via preponderante através da endocitose de lipoproteinas (Gwynne e Strauss, 1982).

Os processos metahdlicos necessérios a actividade de biossintese dos corticosterdides estdo es-
sencialmente dependentes da ac¢ao da familia de enzimas esteroidogénicas CYP (citocromo P450)
(Simpson e col., 1969; Miller, 1988; Nonaka e col., 1991; Fardella e Miller, 1996). Estas enzimas
transferem electrées do NADPH para o oxigénio molecular com concomitante oxidacao de diver-

sos substractos. Dada a sua diferente localizacdo subcelular, a actividade enzimatica da esteroido-

25



Autotransplante da Glandula Supra-Renal

génese distribui-se em diversos compartimentos, a que correspondem diferentes fases da
biossintese dos esterdides.

0 passo limitativo de toda a “cascata” esteroidogénica tem como base o transporte do colesterol
livre através do citbplasma até 2 membrana mitocondrial interna, local de actuagao da CYP11A1
(enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol; P450, ), promovendo a conversao do colesterol
em pregnenolona (Mitani e col., 1982; Waterman e Simpson, 1985; Farkash e col., 1986). Neste
processo deve salientar-se a proteina StAR (steroid acute regulatory protein), cuja ac¢ao na regulacdo
aguda da esteroidogénese foi proposta em 1994 por Clark e col. Esta proteina € induzida pela
accdo da hormona adrenocorticotréfica (ACTH) e do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
sendo responsavel pelo aumento do transporte de colesterol para a membrana mitocondrial
interna (Stocco e Clark, 1996a,b; Stocco, 1999; Roy e col., 2000).

No quadro seguinte podem ser visualizados os principais passos da biossintese dos esterdides no
cortex supra-renal. Pode observar-se ainda a divisao das vias de sintese mineralocorticéide, glicocor-

ticéide e androgénica, bem como os respectivos precursores e a localizacao enzimatica subcelular.

QUADRO

Colesterol

ﬂ CYP11A1
aP?

o Rt o
Pregnenolona ————"> 17-Hidroxipregnenolona ., Dehidroepiandrosterona

ﬁ; M rl_l
D 1 3EHSD

Y v

Pz P17

Progesterona  ———"> 17.Hidroxiprogesterona ————_>>  Androstenediona

ﬂ CYP21A2 ﬂ CYP21A2

11-Desoxicorticosterona 11-Desoxicortisol
l oYP1IBT* 1 CYP11B1
Corticosterona Cortisol

I:l Reticulo endoplasmatico liso

Mitocdndria
l CYP11B2 Lo

*CYP11B2 a nivel da zona glomerulosa
Progesterona

(Quadro adaptado de Orth e Kovacs, 1998)
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A pregnenolona pode posteriormente ser convertida em progesterona por intermédio da enzima
3B-HSD Il (desidrogénase 3B-hidroxiesterdide/isomérase-A*>; 3B-HSD), uma das raras enzimas
envolvidas na esteroidogénese que nao faz parte da familia dos CYP (Rheaume e col., 1991). No
entanto, nas espécies que expressam a enzima CYP17 (17a-hidroxilase/17,20-liase; P450_,.), a
pregnenolona pode ser convertida em 17-hidroxipregnenolona (Bradshaw e col., 1987), o que
permite, por um lado, a sua manutenc¢ao como precursor glicocorticoide e, por outro, a possibili-
dade da biossintese de androgénios. Da mesma forma, na presenca de CYP17, a progesterona
pode ainda ser convertida em 17-hidroxiprogesterona, mantendo as mesmas vias de conversdo
esterdide. A presenca de CYP17 é exclusiva da zona interna da glandula supra-renal nas espécies
que a expressam (Miller, 1988, 1999).

Em alguns mamiferos, nomeadamente no rato, a existéncia de CYP17 é posta em diivida (Simpson
e Waterman, 1988). Desta forma, a via preferencial de biossintese, quer dos glico, quer dos
mineralocorticoides, passa pela conversao de progesterona em 11-desoxicorticosterona catalizada
pela enzima CYP21A2 (21-hidroxilase; P450 ). Na presenca de CYP17, como ocorre na espécie
humana, a via glicocorticoide preferencial consiste na conversao de 17-hidroxiprogesterona em
11-desoxicortisol catalizada pela CYP21A2 (Kominami e col., 1980), o que condiciona a conversao de
progesterona em 11-desoxicorticosterona como passo quase especifico da via mineralocorticdide.

Na via glicocorticéide no cortex supra-renal a conversao final consiste na hidroxilacdo em C-11 de

11-desoxicortisol, catalizada pela enzima CYP11B1 (11B-hidroxilase; P450_ ), originando o cortisol

(a b
como glicocorticdide predominante no ser humano (Mitani e col., 1982; Chua e col., 1987; Simpson
e Waterman, 1988). No caso do rato, por provavel auséncia de CYP17, o glicocorticbide predomi-
nante é a corticosterona (Bush, 1953; Magalhaes e col., 1974), obtida pela conversdo de 11-
-desoxicorticosterona em presenca da enzima CYP11B1. Estas conversdes sdo observadas sobretu-
do a nivel da zona fasciculada e em menor grau na zona reticular.

A principal hormona mineralocorticéide no homem e no rato € a aldosterona, e no que diz res-

peito aos passos finais da via mineralocorticéide, a conversdo fundamental nos seres humanos, e
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no rato, consiste na hidroxilacao em C-11, mas tendo como substracto a 11-desoxicorticosterona,
obtendo-se a corticosterona. Este passo € catalizado pela CYP11B2 (sintase da aldosterona; P450,, ).
Esta enzima substitui a CYP11B1 a nivel da zona glomerulosa no que diz respeito as reaccoes de
hidroxilacao, e preside também a conversao de corticosterona em aldosterona (Lauber e col.,
1987; Ogishima e col., 1989; Imai e col., 1990; Curnow e col., 1991; Miiller, 1991; Miiller e col..
1991; Vinson e col., 1991, 1992), conversao esta verificada apenas nesta zona (Giroud e col., 1956;
Vinson e col., 1995).

Em relacao a sintese de androgénios, a presenca de CYP17 é a condigdo fundamental para a
obtencdo de dehidroepiandrosterona (DHEA) e androstenediona. Estes esteréides de baixa activi-
dade androgénica, bem como a forma sulfatada da DHEA, sdo os mais especificos da glandula

supra-renal e sintetizados sobretudo a nivel da zona reticular (Hornsby, 1985).

A maior parte das enzimas envolvidas na esteroidogénese estdo localizadas na frac¢ao microsso-
mica, a qual, nas células secretoras de esterdides, € composta sobretudo por reticulo endoplas-
matico liso (Hall, 1984; Ishimura e Fujita, 1997). No entanto, as enzimas que promovem a clivagem
da cadeia lateral do colesterol (CYP11A1) bem como a hidroxilagdo em C-11 (CYP11B1), estao
localizadas na membrana mitocondrial interna. A conversao de 11-desoxicorticosterona em aldos-
terona é catalizada por uma tnica enzima também de localiza¢do mitocondrial (CYP11B2), in-
cluindo as hidroxila¢oes em C-11 e C-18 e a metil oxidacao em C-18, sendo estas tltimas reaccoes
exclusivas da zona glomerulosa.

Desta forma, na glandula supra-renal, um precursor esteroidogénico é transportado entre diver-
sos compartimentos intracelulares até a obtencao do composto final (Nussdorfer, 1986). As se-
quéncias enzimaticas, nomeadamente nas conversdes finais das vias glico e mineralocorticéide,
diferem na sua distribuicdo cortical, obedecendo a aspectos fundamentais e especificos da

regulacao zonal que permanecem ainda hoje pouco clarificados.
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0s mecanismos de regulacao do transporte intracelular e da secrecdo de hormonas esteréides
carecem ainda de uma maior compreensao. Ao contrario da tese inicial de que o armazenamento
de hormonas esterdides se processava a nivel das goticulas lipidicas (Rhodin, 1971), novas linhas
de evidéncia sugerem que estas hormonas ndo sdo armazenadas, nem libertadas de forma inter-
mitente apds estimula¢do (Nussdorfer, 1980, 1986; Black, 1992). Desta forma, a sua sintese e
secrecdo é provavelmente continua, ocorrendo a regulacao ao nivel da sintese (ciclo secretor
constitutivo). Aproximadamente 100 compostos esterdides diferentes podem ser extraidos das
glandulas humanas e de animais experimentais, mas apenas alguns sao habitualmente segrega-

dos, exercendo actividade bioldgica significativa (Black, 1992).
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2. Dinimica adrenocortical

2.1. Conceitos morfofisiologicos

No seu conjunto, as glandulas supra-renais constituem um dos principais reguladores homeos-
féticos do organismo.

A presenca intima de dois componentes tecidulares endécrinos, com origem embriolégica e tipo
de secrecao diferentes, tem vindo a ganhar progressiva importancia na definicao dos mecanis-
mos morfofisiolégicos, constituindo actualmente um modelo de estudo da regulagdo hormonal
paracrina, dada a evidéncia que cortex e medula estdo ndo sé morfolégica mas também funcio-
nalmente interligados (Carballeira e Fishman, 1980; Nussdorfer, 1986; Hinson, 1990; Andreis e
col., 1992; Bornstein e col., 1994; Einer-Jensen e Carter, 1995; Ehrhart-Bornstein e col., 1996;
Mazzocchi e col., 1998; Pignatelli e col., 1998a; Vinson e Ho, 1998; Bornstein e Vaudry, 1998;
Nussdorfer e Mazzocchi, 1998).

De facto, estudos embrioldgicos demonstraram que o cortex supra-renal tem origem nas células
do mesénquima adjacentes a cavidade celomica e que se encontram em intima proximidade
com a crista urogenital (Uotila, 1940; Gruenwald, 1946). Esta glandula supra-renal fetal & posteri-
ormente invadida por células neuroectodérmicas provenientes da crista neural e que formarao a
medula supra-renal (Le Douarin, 1980; Rovasio e Thiery, 1987). Esta proximidade anatémica é
ainda veiculada pelos sistemas vascular e nervoso que proporcionam um elo de conexao entre os
dois componentes da glandula. No que diz respeito ao primeiro, o cortex é profusamente irriga-
do, observando-se um exuberante plexo vascular localizado na regiao subcapsular que origina as

artérias corticais e medulares (Lever, 1952; Rhodin, 1971). As artérias corticais sofrem divisao ja a
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nivel do cértex, promovendo a sua irrigagao, e 0s seus ramos terminais podem ser observados na
regiao medular. As artérias medulares cruzam o cértex mas apenas se dividem em ramos medu-
lares (Gagnon, 1957). Desta forma, e ao contrario do cortex, a medula exibe um duplo aporte vas-
cular, permitindo a obtengao de elevadas concentra¢des locais de corticosterdides, com efeito
estimulador inequivoco a nivel da sintese de adrenalina (Wurtman e Axelrod, 1966; Pohrecky e
Rust, 1968; Sparrow e Coupland, 1987).

A inervacao principal da glandula depende de fibras simpaticas pré-ganglionares. Estas fibras
atravessam o cortex estabelecendo sinapses com as células cromafins da medula responsaveis
pela sintese e secrecao de catecolaminas, e que assim se comportam como fibras pés-ganglionares
(Corte-Real, 1948; Coupland, 1965a,b, 1989; Douglas, 1966; Schramm e col., 1975; Unsicker e
col., 1989). A maior parte da inervacao destinada ao cortex foi interpretada inicialmente como
exclusiva dos vasos sanguineos (Kleitman e Holzwarth, 1985; Engeland e col., 1985), desempe-
nhando um papel na regulagao do fluxo sanguineo glandular. Existe, no entanto, evidéncia da
presenca de terminag¢des nervosas e mesmo de células cromafins em intima relagdo com grupos
dispersos de células glandulares adrenocorticais (Corte-Real, 1948; Holzwarth e col., 1987; Gallo-
Payet e col., 1987; Bornstein e col. 1990, 1994; Charlton, 1990; Carlsson e col., 1990; Black, 1992;
Bornstein e Ehrhart-Bornstein, 1992; Gilchrist e col., 1993), cujo significado sera posteriormente

discutido.

A divisdo morfolédgica cortical em zona glomerulosa, fasciculada e reticular {(Arnold, 1866) consti-
tuiu a base dos estudos referentes a compreensao da fisiologia adrenocortical. Numerosos inves-
tigadores prosseguiram estes trabalhos sobre a estrutura e a ultrastrutura da glandula (Kolmer,
1918; Greep e Deane, 1949a; Sabatini e Robertis, 1961; Greep, 1961; Deane, 1962; Long e Jones,
1967; Idelman, 1970; Rhodin, 1971; Motta, 1979; Neville e O’'Hare, 1982a; Nussdorfer, 1986;
Ogishima e col., 1992). Salientam-se alguns investigadores portugueses no desenvolvimento dos

estudos da histofisiologia supra-renal (Celestino da Costa, 1911, 1951; (6rte-Real, 1945, 1949;
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Vasconcelos Frazao, 1954) e, posteriormente, nas investigacdes da estrutura fina do cortex supra-
-renal (Magalhaes, 1972, 1974, 1976; Magalhdes e Magalhdes, 1980).

A zona glomerulosa ocupa a por¢ao mais periférica da glandula totalmente rodeada pela capsula
fibrosa que a envolve, seguida da zona interna (zona fasciculada + zona reticular) que constitui a
maior parte do 6rgao. Esta dltima rodeia a medula supra-renal que assim constitui o nicleo da
glandula.

Em estudos recentes assiste-se frequentemente a discussao do significado da zona intermédia
adrenocortical (Neville e O’Hare, 1982a; Ganguly, 1991; Mitani e col., 1994, 1999; Miyamoto e
col., 1999). Trata-se de uma camada de células glandulares descrita em 1937 por Hall e Korenchevsky,
e denominada de zona de transicao por Deane e Greep (1946). O termo zona intermédia deve-se
a Cater e Lever (1954), dada a sua localizagao entre a zona glomerulosa e fasciculada, nao haven-
do, no entanto, evidéncia inequivoca que sugira a sua funcdo como elemento de transicao zonal.
Este facto, aliado a sua auséncia em diversas espécies torna o seu papel funcional ainda hoje de
muito dificil interpretacdo.

Nos estudos em microscopia Optica (Neville e O'Hare, 1982a; Nussdorfer, 1986) as células da zona
glomerulosa formam pequenos ninhos glandulares esféricos localizados por baixo da capsula. As
suas dimensodes sao inferiores as da zona interna, apresentam uma relagdo citoplasma/nicleo
menor, um nimero reduzido de inclusoes lipidicas e nicleos de menores dimensdes, com maior
abundancia de heterocromatina. A zona fasciculada é constituida por corddes paralelos de célu-
las glandulares separados por delicadas trabéculas fibrovasculares. E caracteristica a presenca de
citoplasma vacuolar devido a grande abundancia de inclusdes lipidicas. A zona reticular demar-
ca-se da fasciculada pela presenca de corddes anastomosantes de configuragao irregular separa-
dos por capilares sinusoidais. O citoplasma & escasso em goticulas lipidicas e contém numerosos
granulos de lipofuscina. As células da zona intermédia, quando identificaveis, sao caracterizadas
por uma deple¢do completa de inclusdes lipidicas, cujo significado sera posteriormente discutido.

Com o advento dos estudos ultrastruturais foi possivel definir determinadas caracteristicas das
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células glandulares corticais, permitindo a sua colocagdao no grupo das células secretoras de
esterdides (Lever, 1955; Sabatini e Robertis, 1961; Nishikawa e col., 1963; Sheridan e Belt, 1964;
Magalhaes, 1974). Assim, as observacdes em microscopia electronica revelaram células da zona
glomerulosa exibindo mitocndrias de pequenas dimensdes, alongadas e com cristas lamelares
e/ou tubulares, perfis de reticulo endoplasmatico liso em quantidade moderada e ocasionais
goticulas lipidicas. Ao contrario, as células da zona fasciculada apresentam mitocdndrias de for-
ma esférica ou ovdide com cristas tipicamente vesiculares, numerosos perfis de reticulo endoplas-
matico liso com arranjo vesicular em “favo de colmeia” e abundantes inclusoes lipidicas. A zona
reticular € fundamentalmente caracterizada por mitocondrias atipicas com cristas mistas tubulo-
-vesiculares, reticulo endoplasmatico liso muito compactado e grande abundancia de granulos
de lipofuscina. As células da zona intermédia apresentam mitocondrias semelhantes as da zona
reticular, sendo a sua principal caracteristica ultrastrutural a total auséncia de inclusdes lipidicas,

confirmando as observagdes efectuadas em microscopia éptica.

A actividade secretora do cortex é fundamentalmente controlada pelo eixo hipotalamo-hipofisario
(Taylor e Fishman, 1988) e pelo sistema renina-angiotensina (Quinn e Williams, 1988). As hormonas
esterdides produzidas interferem nas maltiplas respostas do organismo ao stress, em estreita
relacdo com os mecanismos de homeostasia (Axelrod e Reisine, 1984; Munck e col., 1984). As suas
accoes estao fundamentalmente implicadas no metabolismo glicidico e proteico (glicocorticéides),
bem como no equilibrio hidroelectrolitico e regulacdo da pressao arterial (mineralocorticoides).
A medula esta sujeita ao controle do sistema nervoso auténomo libertando catecolaminas (Ungar
e Phillips, 1983), responsaveis por variadas fun¢des homeostaticas e de resposta ao stress, incluin-
do a actividade ritmica cardiaca e a actividade do musculo liso visceral e dos vasos sanguineos
(Hoffman e Singer, 1967; Vaughan e Blumenfeld, 1998).

A hormona adrenocorticotréfica, sintetizada e segregada pelo lobo anterior da hipéfise (Sayers,

1950), € um peptideo de 39 aminoacidos responsavel pela estimulacdo da secrecdo de glicocorti-
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coides, esterdides androgénicos e, em menor quantidade, de mineralocorticdides pelo cortex
supra-renal (Hechter, 1949; Tucci e col., 1967; Nussdorfer e col., 1978; Nussdorfer, 1980, 1986;
Tait e col., 1987; Cozza e col., 1989; Biglieri, 1989). A sua secrecdo é fundamentalmente controla-
da pela presenca de hormona libertadora de corticotrofina (CRH), proveniente de neurénios
hipotalamicos e veiculada pelo sistema portal hipotalamo-hipéfise (Saffran e col., 1955; Hermus
e col., 1984; Antoni, 1986; Jones e Gillham, 1988). A libertacao deste peptideo obedece a eferéncias
cerebrais, tendo sido ja demonstrada a sua dependéncia de mecanismos de “feed-back” negativo
veiculados pelos glicocorticdides (ltoi e col., 1987; Dallman e col., 1987; Beyer e col., 1988). A
dependéncia da sintese e libertacao da ACTH deste mecanismo de “feed-back” é um fenémeno
bem conhecido (Ingle e col., 1938). A ligacao da ACTH a receptores glandulares corticais activa a
adenilciclase desencadeando um aumento dos niveis de AMP ciclico que por sua vez levam a
activacao da proteina-cinase dele dependente (proteina-cinase A) e determina a fosforilagao de
varias proteinas (Gill, 1976; Fujita e col., 1979; Kurscheid-Reich e col., 1992; Cone e Mountjoy,
1993; Penhoat e col., 1993). A principal ac¢do da ACTH é o incremento da sintese e secrecdo do
cortisol no homem e da corticosterona no rato por acgdo a nivel da zona fasciculada. Quer no
respeitante 3 ACTH, quer as hormonas esterdides, existe um ritmo circadiano no homem, caracte-
rizado sobretudo por concentragdes elevadas destas no inicio do periodo de despertar, atingindo
os valores mais reduzidos no inicio do periodo de sono. No rato, este ritmo é invertido, dada a
presenca de actividade nocturna com alteracdo dos padrdes de sono (Krieger, 1977). A acumula-
¢ao de glicocorticoides na glandula € minimo bem como o seu conteiido em colesterol, o que se
correlaciona com a presenca de actividade continua de sintese de esteréides (Dickerman e col.,
1984; Hall, 1985). Os efeitos da ACTH podem ser do tipo agudo e crénico consoante ocorrem em
alguns minutos ou apenas ap6s algumas horas ou dias (Simpson e Waterman, 1983). O efeito
agudo da ACTH implica um aumento da conversao de colesterol em pregnenolona a que nao é
alheia a ac¢do da proteina StAR (Clark e col., 1994; Peters e col., 1998; Stocco, 1999), mecanismo

este independente da transcricdo genética (Lin e col., 1995; Waterman, 1995; Kim e col., 1997).
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Um efeito precoce da ACTH é o aumento do fluxo sanguineo glandular (Maier e Staehelin, 1968).
Ao contrario, os efeitos crénicos da ACTH envolvem um aumento da sintese da maior parte das
enzimas esteroidogénicas e das endomembranas intimamente relacionadas, bem como um efei-
to global a nivel da sintese de acidos nucleicos e crescimento da glandula sobretudo a custa da
zona fasciculada (Grower e Bransome, 1970; Nussdorfer e col., 1978; DuBois e col., 1981; Nussdorfer
e Mazzocchi, 1983; Simpson e Waterman, 1988; Chouinard e Fevold, 1990; Boshier e col., 1990;
Provencher e tol., 1992; Perry e col., 1992; Ehrhart-Bornstein e col., 1998). A este respeito, con-
centragdes suprafisiolégicas de ACTH induzem hiperplasia e hipertrofia adrenocortical e a defici-
éncia em ACTH induz a atrofia da glandula (Gill, 1972; Nickerson, 1975; Parker e col., 1983). De
acordo com Dallman (1984), a hiperplasia € um fenémeno tardio, ao contrario da hipertrofia cuja
evidéncia constitui prova inequivoca da capacidade trofica desta hormona sobre o cortex supra-

renal.

A aldosterona, o mais potente mineralocorticdide circulante € produzido exclusivamente nas
células glandulares glomerulosas (Miao e Black, 1982; Crivello e col., 1983). A sua secrecdo é
regulada fundamentalmente pela angiotensina Il e potassio (Laragh e col., 1960; Davis e col.,
1963; Nussdorfer, 1980; Quinn e Williams, 1988), sendo a ACTH, como ja referido, um modulador
de menor importancia. Tal como na regulacao pela ACTH, a ac¢ao do potassio implica um au-
mento dos niveis intracelulares de AMP ciclico (Kojima e col., 1985). No entanto, o seu principal
mecanismo de ac¢ao é exercido através da despolarizacdo da membrana citoplasmatica, com
activacao de canais de cdlcio, permitindo o aumento do afluxo intracelular deste (Kramer e col.,
1980; Kojima e col., 1985). Todos estes factores actuam por regula¢do a nivel da conversdo do
colesterol em pregnenolona e ainda na conversio de corticosterona em aldosterona catalisada
por uma tnica enzima mitocondrial (CYP11B2), como referimos (McKenna e col., 1978; Aguilera e
Katt, 1978, 1979; Quinn e Williams, 1988). A angiotensina I, principal efector do sistema renina-

angiotensina, é produzida a nivel pulmonar por ac¢do da enzima de conversdo da angiotensina
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cujo substrato é a angiotensina |. Esta é produzida a partir do angiotensinogénio hepatico, por
accio da enzima renina, sintetizada a nivel das células justaglomerulares renais (Gibbons e col.,
1984). E efectivamente a este nivel, que a sua regulagao é definida pela pressdo arterial renal e
ainda pela concentracao de sédio a nivel do tubo contornado distal detectado pela macula densa
(Speckart e col., 1977).

Ao contrario do mecanismo observado com a ACTH, a angiotensina |l ndo actua promovendo o
aumento dos niveis de AMP ciclico (Fujita e col., 1979). Apds a ligacdo a receptores da superficie
celular de alta afinidade (Peach e Dostal, 1990; Rainey e col., 1992a), este peptideo promove a
activacao da fosfolipase C, levando ao aumento dos niveis de inositol trifosfatado (IP3), com
posterior aumento da concentragao de calcio livre intracelular (Capponi e col., 1994; Vinson e
col., 1994a).

A restricdo de sodio na dieta bem como a administracao crdnica de angiotensina |l provocam
hipertrofia da zona glomerulosa e aumentam a secre¢ao de aldosterona, sem interferir com a
zona fasciculada (Deane e col., 1948; Giacomelli e col., 1965; Kenyon e col., 1978; Nussdorfer,
1980; Riondel e col., 1987; McEwan e col., 1995; Pignatelli e col., 1998b). Os mecanismos ligados
a mitogénese induzida pela angiotensina Il permanecem ainda pouco claros. Para além do au-
mento da expressio de CYP11B2 na zona glomerulosa acompanhando o aumento da esteroido-
génese mineralocorticoide (Shibata e col., 1991, 1993), Ogishima e col. (1992) sugerem um efeito
proliferativo deste peptideo sobre as células glomerulosas dada a expressao aumentada da enzima
CYP11B2, sem no entanto demonstrarem claramente a expressao celular mitdtica (Mitani e col.,

1994).

2.2 0 modelo do autotransplante

Numerosos modelos experimentais tém vindo a ser utilizados na tentativa de promover a regene-

racao e diferenciacao da glandula supra-renal in vivo.
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De acordo com os mecanismos atras descritos, e da necessidade de um melhor esclarecimento da
morfofisiologia adrenocortical, o autotransplante da glandula supra-renal constitui um modelo
de grande utilidade no estudo da regeneracao da célula glandular (Ingle e Higgins, 1938a; Skelton,
1959: Saxe e Connors, 1985; Taki e Nickerson, 1985; Belloni e col., 1990; Vendeira e col., 1992,
1996), permitindo a reproducao parcial de uma zonagao morfoldgica adrenocortical com capaci-

dade funcional.

Para além do intuito puramente experimental com vista a compreensao destes mecanismos,
numerosos investigadores procuraram aplicar os métodos de autotransplante ao homem, com
vista a correccao de determinadas situagdes de hipocorticalismo. Desta forma, procurou-se ultra-
passar as situagdes de terapéutica esterdide cronica (bem como as suas consequéncias a longo
prazo), e prevenir o aparecimento do sindrome de Nelson, passivel de afectar até cerca de 40%
dos individuos submetidos a supra-renalectomia bilateral. Promover o crescimento in vivo de
tecido adrenocortical funcionante por autotransplante, previamente vascularizado ou nao, seria
uma solucdo pratica, tecnicamente exequivel e aparentemente vidvel. As situa¢des mais frequen-
tes, com possivel aplicacao desta técnica, dizem respeito a necessidade de efectuar a supra-
-renalectomia bilateral devido as recidivas da microcirurgia hipofisaria transesfenoidal por doen-
¢a de Cushing, sindrome de produgao ectépica de ACTH, raras situacdes de sindrome de Cushing
por hiperplasia macronodular, e feocromocitoma bilateral associado ou nao a sindromes de
neoplasia endécrina maltipla tipo Il.

Apos revisdo da literatura foi possivel encontrar os resultados de 115 doentes submetidos a
autotransplante de glandula supra-renal (Ibbertson e O"Brien, 1962; Bricaire e Philbert, 1965;
Ledingham e col., 1966; Drucker e col., 1967; Bayer e col., 1971; Zieleniewski e Stapor, 1972;
Kaplan e Shires, 1972; Oliveira e col., 1976; Hardy, 1978; Prinz e col., 1979; Barzilai e col., 1980;
Klempa e col., 1980; Urban e col., 1980; Belli e col., 1984; Ott e col., 1984; Hardy e col., 1985; Xu

e col., 1989, 1992: Matsuda, 1987; Demeter e col., 1990; Dickstein e col., 1991; Miao e col., 1991;
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Lucon e col., 1993; Erdogan e col., 1994; Okamoto e col., 1996; Miyauchi e col., 1999), tendo o
primeiro enxerto ndo vascularizado sido efectuado por Franksson e col. (1959). Dentro do grupo
dos enxertos ndo vascularizados (73), o local de eleigdo para o autotransplante foi o tecido mus-
cular, Seguramente, pela manutencao do territdrio vascular, a taxa de sucesso foi francamente
melhor no grupo dos enxertos vascularizados onde se obteve uma melhor percentagem de resul-
tados moderados e bons (26 em 42), ao contrario da obtida no primeiro grupo, isto €, enxertos
ndo vascularizados (24 em 73). Esta comparacao de resultados deve-se a defini¢do bioquimica da
necessidade de corticoterapia substitutiva, suplemento da mesma em situagdes de stress, e auto-
nomia completa comprovada pela resposta glicocorticide a administracao de ACTH.

Evidentemente, a utilizacdo de enxertos vascularizados implica anastomoses microvasculares,
apenas passiveis de serem efectuadas em circunstancias muito particulares, o que nao é compa-
tivel com uma utilizacdo alargada. Resta pois a outra possibilidade, isto €, a utilizacdo de enxer-
tos nao vascularizados; no entanto, a viabilidade dum enxerto deste tipo permanece muito pouco
atractiva, situacdo essa que tem incrementado a necessidade de uma investigacao mais profunda

no que diz respeito aos mecanismos de regeneragao e diferenciacdo do tecido glandular cortical.

0 estudo em animal experimental é basilar, dada a facilidade de execucdo e a simplicidade técni-
ca do procedimento, juntamente com a possibilidade (vedada no homem), de prescindir de
corticoterapia de substituicdo sem que dai advenha a morte do animal (Saxe e Connors, 1985;
Vendeira e col., 1992; Sarria e col., 1995). A preservagdo da secrecao endogena de glico e
mineralocorticdides, por intermédio de autotransplante, seria ideal sempre que as circunstan-
cias o exigissem, razdo pela qual a pesquisa neste campo se tem arrastado desde o século XIX,
tendo o primeiro autotransplante no rato sido efectuado com sucesso em 1898 por Poll (citado
por Wyman e Suden, 1932).

Numerosos locais de autotransplante, e diversos animais experimentais, tém sido investigados ao

longo das décadas, procurando explorar factores locais de facilidade regeneradora contribuindo
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para a taxa de sucesso. Como citado por Penney e col. (1963), através de uma excelente revisao, os
locais de autotransplante variam de forma heterogénea desde a tirdide, peritoneu, (itero, testicu-
lo, figado, rim, ouvido, cérebro e até a camara anterior do olho. Curiosamente, grande parte dos
autores considera a colocagdo intramuscular o local de elei¢do (Jaffe e Plavska, 1926; Penney,
1963; Saxe e Connors, 1985; Belloni e col., 1990). Este facto deve-se, por um lado, a facilidade da
intervengdo, dada a acessibilidade do local de implantagao, e por outro lado, & profusa rede
vascular do tecido muscular, facilitando a revasculariza¢ao dos enxertos e sua consequente rege-
neracao e diferenciacao. A este respeito, é de referir que o conceito de regeneracdo completa é
discutivel. No procedimento de enucleacao, caracterizado por extrusdo do contetido glandular in
situ, e constituindo um dos modelos de regeneracdo adrenocortical (Ingle e Higgins, 1938b; Greep
e Deane, 1949b; Macchi e Wyman, 1960), considera-se a regeneragao completa ao fim de 30 dias.
Da mesma forma, e em estudos imunohistoquimicos com marcadores especificos de zona, obser-
va-se uma zonacao funcional adrenocortical ao fim deste periodo de tempo apés o processo de
enucleacao (Engeland e Levay-Young, 1999; Ulrich-Lai e Engeland, 2000). Em localizacao
intramuscular esta evidéncia € adquirida apenas aos 60 dias (Penney e col., 1963), 90 dias (Wiman
e Suden, 1932), ou até posteriormente, acima dos 120 dias (Belloni e col., 1990, 1991), o que
revela a falta de critérios definitivos de regeneracao. A relativa precocidade da regeneracao cortical
apos enucleacao é seguramente atribuida @ manutencao da circulacdo sanguinea, local de rege-

neragao in situ e a0 minimo traumatismo produzido durante o procedimento.

Como ja previamente referido, as técnicas de autotransplante da glandula supra-renal, e nomea-
damente as de localizagdo intramuscular agradam pela simplicidade, rapidez de execugao e alta
taxa de sucesso dada a enorme capacidade regenerativa do tecido adrenocortical no rato (Geiringer,
1954; Penney e col., 1963; Belloni e col., 1991). A analise dos resultados, também em funcao do
tipo de enxerto utilizado, permitiram verificar que a viabilidade celular e a capacidade regenerativa

do enxerto estdo relacionadas com a quantidade de tecido capsular e de tecido parenquimatoso
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implantados (Srougi e Gittes, 1978; Saxe e Connors, 1985). Estas observa¢des sao resultado de
trabalhos experimentais prévios que utilizaram grande quantidade de tecido glandular
adrenocortical no implante (Penney e col., 1960; Penney, 1963; Belloni e col., 1990), o que permi-
tiu verificar nas fases precoces pos-autotransplante {2°.e 3° dias), a presenca de um vasto infiltrado
de tipo inflamatério com grande abundancia de células macrofagicas envolvendo o tecido cortical
que se apresenta na sua quase totalidade necrosado, com excep¢do de um pequeno grupo de
células glandulares de localizacdo subcapsular. Penney e col. (1960) referem ainda que nesta fase
de regeneracdo, o tecido viavel constitui cerca de 3 a 4% do volume total do autotransplante, e
sugerem em ﬁmcﬁo de estudos morfologicos em microscopia electrénica centrados no tipo de
mitocondrias e reticulo endoplasmatico liso, bern como no ndmero de goticulas lipidicas (Penney,
1963), que a funcdo primordial das células corticais nos primeiros dias do autotransplante esta
centrada na proliferacao e sintese proteica, enquanto o substrato morfolégico da esteroidogénese
apenas esta definido a partir da primeira semana. De acordo com Brooks (1961), a fragmentagao
miltipla do tecido enxertado constitui um factor importante no autotransplante de tecido
endacrino, e de facto, Belloni e col. (1990} verificaram que a necrose cortical e a presen¢a do
infiltrado inflamatério podem ser ultrapassados pelo implante preferencial de um maior nimero
de fragmentos contendo pequenas quantidades de tecido capsular (e células glandulares
subcapsulares anexas) em detrimento do tecido cortical, permitindo provavelmente uma facilita-

cdo dos processos de neovascularizacao e consequente nutricdo precoce do enxerto.

0 autotransplante de glandula supra-renal apresenta-se como uma massa de tecido adrenocortical
regenerado. Tal como inicialmente descrito (Jaffe e Plavska, 1926; Wiman e Suden, 1932; Ingle e
Higgins, 1938a), o tecido medular nao regenera, observando-se por vezes, a presenca de tecido
cicatricial preenchendo a regiao central da glandula. Todo o cortex entra em necrose ap6s o
procedimento, com excepcao da capsula e de pequenos ninhos celulares subcapsulares (Brenner

e col., 1953; Belloni e col., 1982), a que se segue um fendmeno de restauracao tecidular denomi-
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nado regeneracao adrenocortical (De Groot e Fortier, 1959; Skelton, 1959; Srougi e col., 1980),
sem evidéncia de restauracao medular, provavelmente pela alta sensibilidade destas células a
anoxia, perda de inervacdo auténoma ou dificuldade de acesso a neovascularizagao. Existem, no
entanto, algumas referéncias com descri¢ao de células cromafins apds autotransplante da glan-
dula (Wyman, 1928; Turner, 1939; Coupland, 1957, 1958).

A possibilidade de células conjuntivas capsulares contribuirem para a regeneracdo cortical por
diferenciacdo glandular foi inicialmente proposta por Zwemer e col. (1938) e reafirmado por
Baxter (1946) e Butcher (1948). Este conceito foi posteriormente abandonado a partir dos estudos
" de Greep e Deane (1949b) que nao observaram conversao glandular das células capsulares. Este
mesmo resultado foi posteriormente confirmado por Brenner e col. (1953), e desde entao tém
vindo a ser consideradas como células estaminais, no processo de regeneracao cortical, as células
glandulares subcapsulares. Este conceito nao afasta obviamente a possibilidade da existéncia de
mecanismos reguladores locais com proveniéncia capsular, nomeadamente na influéncia da po-
laridade zonal glandular, como sugerido recentemente por Vinson e Ho (1998). Independente-
mente do seu papel especifico, a implantagao de tecido glandular desprovido de capsula resulta
na auséncia de regeneracdo do enxerto, salientando o importante papel da mesma, ou entdo das
células glandulares que lhe estdao aderentes no momento do autotransplante (Ingle e Higgins,
1938a; Dempster, 1955; Saxe e Connors, 1985; Vendeira e col., 1992).

Observacdes sobre a regeneracao de tecido cortical demonstraram a presenca de um volume
glandular idéntico ao do tecido enxertado, o que permitiu concluir que, morfologicamente, a
regenerag¢ao estaria provavelmente concluida entre o primeiro e segundo més (Geiringer, 1954).
Srougi e Gittes (1978), embora reafirmando este periodo como o tempo de regeneracao cortical
maxima, descrevem a massa tecidular total obtida como inferior a inicialmente implantada, e de
facto, também em estudos utilizando o modelo da enucleacao, Pellegrino e Torcigliani (1957) e
De Groot e Fortier (1959) referem que o volume total de tecido regenerado nao ultrapassa 60% do

volume da glandula intacta. Da mesma forma, Belloni e col. (1990) referem a presenca de nédu-
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los de tecido adrenocortical regenerado no fim do primeiro més, embora a massa tecidular nao
seja adequada para restaurar as concentragoes plasmaticas normais de corticosterona.

£ de salientar, no entanto, que a forma de avaliar o sucesso do autotransplante varia com o
tempo em funcdo da modificacao e desenvolvimento de novas técnicas analiticas. Enquanto ingle
e Higgins (1938a) apenas utilizam a morfologia de luz, Skelton (1959) acrescenta o doseamento de
corticosterona, colesterol e acido ascorbico na glandula e no plasma. Gibson e Krieger (1981),
Engeland (1984, 1986) e Okamoto e col. (1992), procedem ao estudo do ritmo da corticosterona
plasmatica em condicdes basais e de stress. Sem divida, a microscopia electronica permitiu enri-
quecer o estudo das alteragdes morfoldgicas observadas nos enxertos adrenocorticais. Desde os
trabalhos pioneiros de Penney (1963) e Penney e col. (1963), numerosos autores procuraram de-
senvolver o estudo da morfologia fina dos enxertos em regenerac¢do, no intuito de elucidar altera-
¢oes estruturais, como possivel base de formacdo de teorias funcionais (Belloni e col., 1990;
Vendeira e col., 1992). Seki e col. (1969), avaliando a regeneracdo apos enucleacao bilateral, em
funcdo de parametros bioquimicos e morfolégicos (microscopia electrénica e autorradiografia
em microscopia de luz), sugerem uma rapida proliferacdo de células adrenocorticais (dados
autorradiograficos utilizando *H-timidina) nos dias iniciais pés-autotransplante e que estaria pra-

ticamente concluida no primeiro més.

Presentemente, os doseamentos plasmaticos de ACTH, corticosterona e aldosterona, bem como a
actividade da renina constituem pilares fundamentais na avaliagao bioquimica do enxerto ao
longo do tempo, avaliando a sua capacidade funcional. Da mesma forma, e para além dos estu-
dos morfolégicos, também a utilizacdo de métodos imunohistoquimicos especificos, capazes de
delimitar grupos funcionais adrenocorticais (Laird e col., 1988; Ho e col., 1994; Pignatelli e col.,
1995) e, assim, possibilitar a identificacao dos tipos celulares envolvidos no processo de regenera-
¢do e diferenciagdo pos-autotransplante, constituem elementos importantes destes estudos.

De uma forma geral mas ainda nao absoluta, a maior parte dos autores referem que mesmo apos
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o periodo em que a regeneracao é dada como concluida (o que ndo € consensual), os padrdes de
funcionalidade do autotransplante nao atingem os do animal intacto. Esta afirmacao é valida no
que diz respeito a produgdo e secre¢ao de corticosterona. No entanto, a analise global dos resul-
tados revela que, em muito maior escala, é o mecanismo da esteroidogénese dos mineralocor-
ticoides, que se encontra francamente deficitario a avaliar pelas concentracdes de aldosterona

plasmatica (Ulrich-Lai e Engeland, 2000).

Estudos morfoldgicos e funcionais suportam a existéncia de uma interacgdo paracrina entre cortex
e medula supra-renal, dada a proximidade anatémica e a co-localizacdo de células corticais e
medulares (Bornstein e col., 1992, 1994, 1997).

A este respeito, e dada a identificacdo de numerosos peptideos reguladores identificados na me-
dula supra-renal, e com ac¢do na célula adrenocortical (Hinson, 1990; Malendowicz, 1993; Hinson
e col., 1994a,h), é atractivo pensar que a auséncia de regeneracdo medular podera ser parcial-
mente responsavel pela deficiente regulagao paracrina a nivel da zona glomerulosa subcapsular,
condicionando os seus mecanismos de diferenciacao e regulacao esteroidogénica. Ja a nivel da
zona fasciculada, a accao da ACTH podera compensar a deficiente regulagao medular, tal como
observado pelo aumento significativo das concentracdes de corticosterona ap6s administragao
deste peptideo (Rebuffat e col., 1991), ndo se observando a mesma situagdo no que diz respeito a
aldosterona. De acordo com o principio de Halsted (1909), a actividade de um tecido enddcrino
necessita de um ambiente sistémico favoravel; na sua auséncia, isto é, numa situacdo de défice
hormonal, desencadeiam-se mecanismos que levarao a estimulacao do crescimento do tecido
endacrino. Estes dados sao apoiados por Wyman e Suden (1937), utilizando como tecido enddcrino
o cortex supra-renal autotransplantado, e, de facto, a administracdo de ACTH parece facilitar a
regeneracao enquanto a administracao de corticosterdides no pés-operatério a inibe (Srougi e
col., 1980), sendo este facto apontado como uma das principais causas da faléncia do autotrans-
plante humano (Hardy, 1978), onde ndo é possivel privar o individuo de doses substitutivas de

corticosterdides, impedindo o aparecimento de concentracdes suprafisiologicas de ACTH.
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2.3 Mecanismos da regeneragao e diferencia¢ao glandulares

0 conceito de que o cortex supra-renal é responsavel pela sintese e secrecdo de hormonas esteréides
distintas, de acordo com a zona considerada, permitiu levantar questdes relevantes no que diz
respeito aos factores que regulam esta subespecializacao bioquimica. De facto, a expressao Gnica de
determinadas enzimas por zona cortical, a especificidade destas enzimas para diferentes interme-
diarios na “cascata” esteroidogénica e a sua diferente organizagao subcelular a nivel das membra-
nas dos organelos, constituem factores passiveis de desempenhar um papel relevante quer a nivel
qualitativo, quer a nivel das proporgdes absolutas e relativas dos esterdides sintetizados.

A este propdsito nao é alheio o facto do arranjo das zonas corticais em camadas concéntricas,
conferir caracteristicas funcionais particulares a dindmica glandular, complementadas por uma
relacdo especifica com os eixos vasculares e inervacao existentes. Da mesma forma, alteracoes
morfofuncionais na distribuicdo zonal do cértex adquirem grande importancia na compreensio
dos mecanismos de regulacdo enddcrina e paracrina, fundamentais no desempenho da resposta

esteroidogénica.

0s mecanismos de proliferacdo, regeneracao e diferenciagdo adrenocorticais estao ainda hoje
pouco clarificados, nomeadamente na glandula adulta, onde a fisiologia da manutengao do vo-
lume cortical permanece por esclarecer na totalidade. Durante o desenvolvimento embrionario e
p6s-natal, a maioria das divisdes celulares ocorre no cdrtex supra-renal periférico, nomeadamen-
te nas zonas glomerulosa e fasciculada externa (Ford e Young, 1963; Wright, 1971; Dhom, 1973;
Belloni e col., 1978), ou na zona definitiva do cortex fetal (Johannisson, 1979). Apds a obtengdo
da maturacao cortical, a taxa de divisdo celular diminui de forma a permitir um fenémeno
homeostatico capaz de manter um balango com a morte celular existente, Desta forma, torna-se
claro que o desenvolvimento da glandula supra-renal bem como a zonacao cortical dai decorren-
te, exigem um balango dinamico entre crescimento, diferenciagdo funcional e morte celular fisio-

légica; aparentemente, os fendmenos de proliferacao celular localizam-se nas regides mais exter-
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nas da glandula, enquanto a morte celular seria uma caracteristica predominantemente obser-
vada nas regides mais internas, nomeadamente na regido justamedular (Wyllie e col., 1973; Zajicek
e col., 1986; Schwartzman e Cidlowski, 1993; Mitani e col., 1998). Curiosamente, o ritmo de pro-
liferacao celular na zona glomerulosa parece exceder o necessario a sua manutencao e, ao con-
trario, este mesmo ritmo parece ser insuficiente a nivel da zona reticular (Wright, 1981), corrobo-
rando observagdes prévias de que na regula¢do do volume adrenocortical da glandula adulta, a
maior parte dos fenémenos proliferativos é também da responsabilidade do cortex externo (Wright,
1971; Wright e col., 1973; Payet e col., 1980). Tendo em conta estes dados, uma das hipdteses
mais vulgarrﬁente aceites, no que diz respeito a manutencdo do volume e fisiologia corticais,
podera envolver mecanismos preferenciais de divisao celular a nivel da zona glomerulosa, migra-
cdo centripeta, diferenciacdo em tipos glandulares da zona fasciculada e finalmente senescéncia
e morte na zona reticular (Deane, 1962; Ford e Young, 1963; Nussdorfer, 1980; Bertholet, 1981;
Kataoka e col., 1996; Morley e col., 1996; Wolkersdorfer e col., 1996; Wolkersdorfer and Bornstein,
1998). De facto, células em estado de degeneragao ndo estao confirmadas na zona glomerulosa,
ao contrario da zona reticular onde Kerr e col. (1972) e Wyllie e col. (1973) descreveram um

mecanismo de morte celular denominado de apoptose.

No entanto, e a este propdsito, a problematica da zona¢do adrenocortical continua em aberto,
sendo presentemente aceites trés teorias basicas na sua génese e manutencdo: migragao celular,
zonal e transformacao de campo (Nussdorfer, 1980, 1986). Uma extensao da teoria zonal denomi-
na-se teoria da proliferacdo intermédia e visa clarificar o papel da zona intermédia nos mecanis-
mos de renovacgao celular (Idelman, 1978). A existéncia de numerosos argumentos contraditérios

obriga a que nenhuma das teorias seja universalmente aceite.

A teoria mais facilmente compreensivel, a luz do conhecimento actual em morfofisiologia e

regulacao enddcrina supra-renal, sera a teoria zonal (Swann, 1940). Esta, na sua esséncia, defen-
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de que a zona glomerulosa é independente do controle pituitario, segregando mineralocorticdides,
enquanto a zona interna depende da ACTH pituitaria para a secrecao de glicocorticoides (Chester
Jones, 1948). A proliferacao celular ocorre em todas as zonas corticais (Sarason, 1997), tal como
sugerido pela observagdo de estudos autorradiograficos com *H-timidina (Walker e Rennels, 1961;
Hunt e Hunt, 1964; Nussdorfer, 1986). No entanto, esta teoria é fortemente contestada por outros
autores, cujas observacgoes sugerem que os mecanismos de zonacao ndo obrigam necessariamen-
te a existéncia prévia de 3 zonas distintas, defendendo os fendmenos migratérios como explica-
¢ao mais coerente. Assim, a teoria da migracdo celular proposta por Gottschau em 1883, e poste-
riormente desenvolvida por Zwemer e col. (1938) e Celestino da Costa (1951), exprime o conceito
de que as células glandulares de novo originam-se na periferia do cértex, migram centripetamente
e degeneram na fronteira entre a zona reticular e a medula, local por vezes denominado de zona
de senescéncia celular (Kerr e col., 1972; Wyllie e col., 1973; Almeida e col., 1998). Um dos princi-
pais argumentos a favor desta teoria é a explicacdo da regeneracdo cortical apos enucleagdo
(Ingle e Higgins, 1938b; Skelton, 1959; Mitani e col., 1995; Engeland e col., 1995), autotransplante
(Ingle e Higgins, 1938a; Belloni e col., 1990; Vendeira e col., 1992) ou crescimento e diferenciacdo
de células adrenocorticais em cultura (Turley, 1980; Roskelley e Auersperg, 1993). De facto, na
auséncia de fenémenos inequivocos que demonstrem a migracdo celular na glandula supra-
-renal intacta, é de salientar que a observacdo dos fenémenos proliferativos nas situacdes apon-
tadas torna claro que a regeneracao e diferenciacao do cortex sao de responsabilidade capsular
(Zwemer e col., 1938; Baxter, 1946; Gruenwald, 1946; Williams, 1947) ou mais provavelmente das
células glomerulosas subcapsulares (Greep e Deane, 1949b; Chester Jones e Spalding, 1954;
Nickerson e col., 1969). De acordo com Cdrte-Real (1949), baseado num vasto estudo sobre a
actividade mitotica no tecido capsular, a responsabilidade deste tecido é de grande importancia
na proliferacao adrenocortical. No entanto, e de acordo com os dados de Uotila (1940), ndo se
observam transformacoes a nivel dos fibroblastos capsulares, e dai a possibilidade admitida por

estes autores de que no decorrer do desenvolvimento embrionario, algumas células do esbogo
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cortical seriam retidas pelos elementos mesenquimatosos da futura capsula e ai se manteriam
durante a vida, conservando as potencialidades de diferenciacao e proliferacao peculiares as
células embrionarias.

A teoria da transformacdo de campo apoia-se no conceito de que a zona fasciculada é a regizo
activamente secretora da glandula, enquanto as zonas glomerulosa e reticular constituem areas
de reserva de células (campos de transformagdo externo e interno, respectivamente), podendo,
mediante os estimulos adequados entre os quais se salienta a ac¢do da ACTH, serem transforma-

das em células fasciculadas (Tonutti, 1951; Chester Jones, 1957).

A denominada zona intermédia tem recentemente sido apontada como um dos provaveis pontos
de localizacao de células progenitoras glandulares, reforcando a base da teoria da proliferacao
intermédia como variante da teoria da migracao celular, na tentativa de clarificar os mecanismos
de zonacdo adrenocortical (Idelman, 1978; Mitani e col., 1999). De acordo com esta teoria, célu-
las provenientes desta zona migrariam para a zona glomerulosa sendo'a posterior migracao efec-
tuada para as zonas internas, mecanismo este dependente da ACTH (Golder e Boyns, 1973; Belloni
e col., 1978). Esta zona, tal como recentemente foi demonstrado por técnicas imunohistoquimicas
(Mitani e col., 1999), contém células desprovidas de CYP11B1 e CYP11B2, estando pois impossibi-
litadas de proceder a sintese de cortisol ou aldosterona, mas exibindo uma incorporagao prefe-
rencial de bromodesoxiuridina detectada em estudo prévio por métodos imunohistoquimicos
(Mitani e col., 1994). Estes dados apontam para uma localizagdo preferencial das células
progenitoras nesta zona ou na sua directa proximidade. Persistem dividas sobre se os fenémenos
proliferativos relacionados com esta camada celular, estardo na origem de células com caracteris-
ticas morfofisiologicas da zona glomerulosa e/ou da zona fasciculada, uma vez que ambas as
situacdes sao despoletadas respectivamente pela estimulacao da glandula com angiotensina-ll e
ACTH, levando a um aumento da expressao de CYP11B2 e CYP11B1 no tecido cortical (Ogishima e

col., 1992; Mitani e col., 1996).
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Independentemente dos fendmenos proliferativos se localizarem nas zonas glomerulosa ou
intermédia, estudos autdrradiogréficos utilizando timidina tritiada sugerem um movimento
centripeto das células (Zajicek e col., 1986). Além disso, a administracao crénica de ACTH modifi-
ca o fenétipo das células glomerulosas e intermédias para o tipo fasciculada (Kahri, 1968; Hornsby
e col., 1974; Neville e 0'Hare, 1982b; Gomez-Sanchez, 1985; Hornsby, 1985, 1987), estabelecendo
um importante conceito dindmico de zonagao, ao considerar a interconversao de tipos celulares

zonais distintos.

Com base nestas observagdes, existe a possibilidade de células progenitoras especificas para cada
tipo celular ou de uma célula progenitora tnica, poderem veicular a resposta proliferativa a nivel
do cértex supra-renal. Desta forma, quer a capacidade de diferenciacao da célula progenitora,
quer a manuten¢do do volume adrenocortical deverao estar relacionados com a presenca de

factores endacrinos, nervosos e locais actuando de forma paracrina.

A hormona adrenocorticotréfica e a angiotensina Il parecem estar prioritariamente relacionadas
com esta manutencdo (Liddle e col., 1954), actuando como morfogénios enddcrinos e paracrinos
essenciais, e condicionando a sua accdo a amplificacdo produzida por factores de crescimento e
de transcricao relacionados com os mecanismos subcelulares da esteroidogénese adrenocortical
(Hornsby e col., 1983; Vane e col., 1990; Feige e Baird, 1991; Luo e col., 1994; Vinson e Ho, 1998).
Qutros factores de actuagao local, com possivel efeito morfogénico, incluem neuropeptideos,
nomeadamente o neuropeptideo Y, a substancia P e o peptideo intestinal vasoactivo (VIP), dada
a demonstrac¢ao da sua localizacao nas regies externas da glandula onde exercem efeito mitético
e esteroidogénico (Mazzocchi e Nussdorfer, 1987; Hinson e col., 1994a,b; Bornstein e col., 1994;
Vinson e col., 1994b).

Ainda, os factores de origem vascular, nomeadamente a endotelina-1 poderao estar envolvidos.

De facto, este peptideo tem revelado fun¢des importantes a nivel da diferenciagdo celular, actu-
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ando como sinal paracrino em diversos sistemas biol6gicos (Lerman e col., 1990; Chabrier e Braquet,
1990; Simonson e Dunn, 1991; Doherty, 1992; Battistini e col., 1993; Sakurai e Goto, 1993; Takuwa,
1993; Simonson, 1993; Masaki, 1993; Lotersztajn, 1993), incluindo um claro efeito estimulador
na proliferacdo e capacidade esteroidogénica da zona glomerulosa (Mazzocchi e col., 1990a,b;
Cozza e Gomez-Sanchez, 1990; Hinson e col., 1991; Mazzocchi e col., 1992; Belloni e col., 1996;

Nussdorfer e col., 1997).

Apesar de pouco clarificado em termos de proliferacao celular, a angiotensina |l estimula a
hipertrofia da zona glomerulosa, aumentando a secrecao de aldosterona, sem interferir com o
volume ou fun¢ao da zona fasciculada (Riondel e col., 1987; Tian e col., 1995; Breidert e col.,
1996; McEwan e col., 1999). Para além deste aspecto, a estimulagao de células fetais de supra-
-renal com este peptideo induz a diferenciacao de células fenotipicamente glomerulosas (Rainey
e col., 1992b).

A hormona adrenocorticotréfica é, sem divida o principal factor endécrino regulador da activi-
dade proliferativa e secretora do cortex supra-renal. No entanto, a sua ac¢ao desenvolve-se priori-
tariamente por mecanismos de hipertrofia glandular a nivel das zonas internas (Nickerson, 1975;
Ehrhart-Bornstein e col., 1998). O seu efeito hiperplasico é tardio (Imrie e col., 1965), e de facto,
trabalhos experimentais em culturas de células sugerem que este peptideo nao &€ um factor
mitogénico directo para as células adrenocorticais (0'Hare e Neville, 1973; Hornsby e Gill, 1978;
Rainey e col., 1983). A sua actividade mitogénica indirecta é provavelmente fruto da ac¢ao com-
binada com outros factores de producao local (Feige e Baird, 1991). De acordo com Ho e Vinson
(1995), esta accao é amplificada pela actuacdo de factores de crescimento nomeadamente o

IGF-1 e FGF-2.

0 papel do IGF-1 é hoje considerado relevante a nivel dos érgaos esteroidogénicos, dada a sua

funcao mitogénica e sobretudo o seu papel na regulacao da esteroidogénese a nivel do cortex
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supra-renal do homem, boi e rato (Mesiano e col., 1993; Viard e col., 1993, Penhoat e col., 1994,
Weber e col., 1997). De facto, sdo atribuidas ao IGF-I a indugdo e manutencao de algumas fungdes
diferenciadas a nivel das células de Leydig do testiculo, granulosas do ovario e adrenocorticais
(Bergh e col., 1991; Penhoat e col., 1994), sugerindo um papel local relevante neste tipo celular
especifico, e ainda corroborado pelo facto de ser sintetizado no tecido adrenocortical e neste ser
possivel a sua identificagdo em relativa abundancia assim como o seu mRNA (Hansson e col,,
1988; Mesiano e col., 1993; Ho e Vinson, 1995). Também de particular interesse, é de salientar
que, em situacoes de proliferagdo adrenocortical induzida por enuclea¢do ou supra-renalectomia
unilateral, este peptideo é segregado pelo tecido adrenocortical, o mesmo acontecendo ap6s
estimulacdo cronica com ACTH e angiotensina Il (Penhoat e col., 1989; Jackson e col., 1991).
Tendo em conta a elevada expressdo de mRNA para o IGF-I na zona glomerulosa apds estimulacao
com ACTH ou restricao de sédio (Ho e Vinson, 1995), e a presenca de receptores de IGF-| nas
glandulas supra-renais do homem, boi e rato (Penhoat e col., 1988; Shigematsu e col., 1989;
Arafah, 1991; Weber e col., 1995, 1997), a sua accdo local nos mecanismos de proliferacao com-
pensatéria, regeneracao e nomeadamente na diferenciagdo, sai reforcada.

0 FGF-2 é um potente factor mitogénico para as células adrenocorticais (Gospodarowicz e col.,
1977, 1986; Hornshy e Gill, 1978), e, curiosamente, a sua expressao estd aumentada na zona
glomerulosa e medula do rato quando submetido a supra-renalectomia unilateral (Basile e
Holzwarth, 1993, 1994; Holzwarth, 1995), sugerindo um papel deste peptideo na regeneracao
supra-renal compensatéria.

A este respeito, também as conexdes nervosas parecem estar implicadas no crescimento supra-
-renal compensatério (Dallman e col., 1976; Gragg e Soliman, 1993). De facto, métodos imunohis-
toquimicos mostraram a presenca de diversos neuropeptideos nos nervos do cortex supra-renal
(Holzwarth, 1984, 1988; Holzwarth e col., 1987; Malendowicz, 1993; Vinson e col., 1994b; Toth e
Hinson, 1995), com especial relevo no cértex externo, condicionando suporte para uma evidéncia

de regulacao paracrina. Na verdade, quer o neuropeptideo Y quer o VIP estimulam cronicamente
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o crescimento da zona glomerulosa e a secre¢do de aldosterona (Mazzocchi e col., 1987, 1993;
Rebuffat e col., 1988).

No entanto, e apesar dos inimeros factores com papel importante na morfofisiologia supra-
renal, os aspectos referentes aos mecanismos de regeneracao e diferenciacao adrenocortical com
énfase na sua zonacao morfologica e funcional necessitam de um maior esclarecimento, obrigan-
do a criacao de modelos experimentais que permitam uma analise dindmica dos processos biol6-

gicos que caracterizam estes mecanismos.
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3. Objectivos do trabalho e metodologia

0 projecto de base da presente dissertacao, englobado num grupo de investigacao cientifica ba-
sica sobre a morfofisiologia da glandula supra-renal, visa aprofundar os conhecimentos sobre a
dindmica da regeneracdo e diferenciacao glandular utilizando como modelo de proliferacao o
autotransplante da glandula no rato Wistar. Este animal é de facil obteng¢ao, havendo grande
experiéncia na sua utilizacdo no Instituto de Histologia e Embriologia da Faculdade de Medicina
do Porto. A ideia inicial deste trabalho surgiu em fun¢do do conhecimento retrospectivo e confir-
macdo por experimentacao pessoal, que o autotransplante desta glandula, no rato, € facilmente
exequivel e apresenta alta taxa de sucesso, sendo este definido pela sobrevivéncia do animal sem
necessidade de suplementacao de corticosteréides, juntamente com a confirmag¢do morfologica
e bioquimica da presenca de tecido adrenocortical regenerado. Evidentemente, o conhecimento
deste facto aliado aos registos da alta taxa de insucesso observada no autotransplante da glandu-
la supra-renal humana, foram o grande motivo que nos levou a desenvolver o presente modelo
exposto nesta dissertagao. Desta forma, procurou-se esclarecer ou definir uma possivel explica-
¢do para os correntes achados a nivel do autotransplante no homem, com vista a obtencio de
dados passiveis de alargar as perspectivas actuais na pratica clinica. O estudo em animal experi-
mental mereceu todo o nosso interesse, tanto mais que de acordo com a revisao efectuada, o
modelo em causa permite o estudo das modificagdes observadas no tecido glandular adrenocortical
sem intervencdo da medula supra-renal, contribuindo para o estudo da regulagdo local do tecido

regenerado, incluindo os mecanismos de zonacao e o potencial esteroidogénico.
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Um dos aspectos originais presentes no trabalho prende-se com a escolha do local de autotrans-
plante (tecido celular subcutaneo da regido dorsal do rato), e cuja vantagem imediata em relaco
aos locais previamente descritos se baseia simplesmente na mais rdpida técnica de execu¢io
juntamente com uma maior facilitacao do procedimento de exérese cirdrgica do enxerto, sempre
que necessario, dada a simplicidade do acesso pela sua colocagdo superficial. Adicionalmente, e
em termos de viabilidade e critérios de regeneracdo, este modelo permitiu acompanhar paralela-
mente e sem diferencas significativas, os procedimentos de regenerag¢do observados com outros

métodos.

Inicialmente, e dada a utilizagao de um novo processo de implantacdo local, efectuimos uma
cuidadosa avaliagdo dos procedimentos de regeneragdo e diferenciagao em termos morfolgicos
e bioquimicos, tendo sido estes os objectivos do primeiro trabalho. Com a utilizacdo do microsco-
pio de luz e electronico confirmamos achados prévios no campo da regeneracio adrenocortical e
avaliamos cuidadosamente, nas fases precoces do desenvolvimento, os processos de proliferacio
celular utilizando o método da autorradiografia com *H-timidina. Esta monitorizacio morfologica
foi acompanhada por doseamentos hormonais plasmaticos aquando da recolha do sangue dos
animais durante o sacrificio. Assim, foi doseado o glicocorticéide mais importante do rato — a
corticosterona — o que nos permitiu verificar o inicio da actividade esteroidogénica e proceder a
analogia deste facto com o aparecimento das caracteristicas citoplasmaticas ultrastruturais das
células secretoras de esterdides.

Os dois trabalhos seguintes procuram alargar o campo explorado, utilizando 0 mesmo modelo,
mas submetendo o enxerto a ac¢ao de substancias com potencial mecanismo modulador no
cortex supra-renal. Baseados na actividade funcional demonstrada por alguns peptideos de ori-
gem vascular, a endotelina-1 foi por nés escolhida dado o seu efeito na estimulacio da secrecao
de aldosterona e pelo seu possivel papel na regulagao morfofuncional da zona glomerulosa (Hinson

e col.,, 1991). Os efeitos deste peptideo foram estudados em microscopia de luz e electrénica, e os
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doseamentos plasmaticos foram ampliados incluindo o doseamento de aldosterona e a activida-
de da renina. Perante estes procedimentos tornou-se obviamente necessiria uma analise mais
especifica dos tipos celulares envolvidos no autotransplante, tendo sido utilizados métodos mais
refinados de monitorizado da zonagdo adrenocortical. Para tal foi utilizado o anticorpo
monoclonal “IZAb” produzido por G. P. Vinson da Universidade de Londres, que se revelou de
grande utilidade pela sua capacidade discriminatéria. Este anticorpo reage com um antigénio
especifico da zona interna do cortex supra-renal (zona fasciculada e zona reticu lar), e esta ausen-
te da zona glomerulosa (Laird e col., 1988), permitindo uma identificacio inequivoca dos tipos
celulares observados no processo de diferenciacao e disposicao zonal adrenocortical apgs
autotransplante, disposicdo essa de muito dificil avaliagdo por outros métodos, nomeadamente
por microscopia de luz, e com sérias dificuldades por microscopia electrénica dada a auséncia de
orientacao espacial.

0 dltimo trabalho procura descrever as modificacdes observadas no desenvolvimento dos enxer-
tos adrenocorticais apds a administra¢do crénica de factores de crescimento, nomeadamente o
factor basico de crescimento fibroblastico (bFGF, FGF-2) e o factor de crescimento de tipo insulinico
I (IGF-1), factores com actividade comprovada na promoc¢ao da proliferacio celular e
esteroidogénese a nivel das células corticais glandulares no rato (Basile e Holzwarth, 1993; Penhoat
e col., 1994). Tal como apés a utilizagdo de endotelina-1, o principal objectivo deste trabalho &
clarificar as alteracdes celulares e zonais observadas no contexto da regulacdo adrenocortical
exercida por estes factores na auséncia de medula, com particular atencao aos mecanismos de
diferenciacao celular, utilizando os mesmos métodos dos trabalhos anteriores nomeadamente o

estudo imunohistoquimico com “IZAb”.
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Autotransplantation of the Adrenal Cortex: A Morphological
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P. VENDEIRA, M.M. MAGALHAES. axp M.C. MAGALHAES

Institute of Histology and Embryology, Faculty of Medicine and Center of Experimental
Morphology, University of Oporto tINIC1, Porto, Portugal

ABSTRACT A morphological and autoradiographic study was made of the
adrenal gland of adult male rats after autotransplantation. The simple technique
involved placement of pieces of the adrenal gland in a dorsal plane between the
skin and muscle. Animals for morphological studies were sacrificed at 2, 3,4, 7, 15,
30, 90, and 180 days after autotransplantation. Those for autoradiographic studies
were sacrificed at 2, 3, 7, and 15 days after autotransplantation, with *H-thymi-
dine being administered intraperitoneally 2 h before sacrifice. Sham-operated an-
imals were used as controls. The majority of glandular adrenal cells suffered ne-
crosis in the first days (2 and 3) after autotransplantation. Up until 15 days and
after revascularization, morphological features of the cells were compatible with
protein synthesis exhibiting a developed RER, scarce SER, and mitochondria with
tubular and lamellar cristae. These data may correspond to a proliferative phase of
glandular cells, At day 15, cells showed morphological signs of steroidogenic ac-
tivity (mitochondria with vesicular cristae, increase of SER), and at day 30, an
increased number of microvilli were seen. Between 30 and 90 days zonation of the
adrenal was evident with glomerulosa, fasciculata, and reticular zones readily
apparent. The quantitative analysis showed a significant increase of the volumet-
ric density of mitochondria and microvilli between the days 7 and 30.

Autoradiographic studies showed an intense labelling of fibroblast-like cells at
days 2 and 3 and of glandular cells at days 7 and 15, which was confirmed by the
quantitative studies.

Corticosterone in autotransplanted animals decreased during the first 15 days,
but after 30 days the values were similar to controls. The model reported here
seems to be good for study of the regeneration of the adrenal gland and can be a

simple, useful, and reproducible method for adrenal transplantation.

Daily steroid replacement is required after total
adrenalectomy for diseases such as Cushing’s syn-
drome or pheochromocytoma when both adrenal glands
are affected (Saxe and Connors, 1985). This treatment
is uncomfortable, and it can lead to undesirable side
effects. Preservation of endogenous glucocorticoid and
mineralocorticoid secretion by the autotransplantation
of the adrenal gland would be the ideal treatment
(Saxe and Connors, 1985).

Adrenal autotransplantation has already been done
in laboratory animals. In 1898 (Poll, noted in Wyman
and Suden, 1932), the first adrenal viable grafts were
accomplished. Following that, adrenals from rats,
mice, guinea pigs, frogs, rabbits, and cats have been
autotransplanted and the grafts placed in different or-
gans such as the brain, ear, eye, thyroid, testis, portal
tract (Penney et al., 1963), spleen (Belloni et al., 1982),
and musculus gracilis (Belloni et al., 1990). The success
of the autotransplant was morphologically observed
and the development of adrenal regeneration has been
biochemically evaluated either through the assessment
of corticosterone, cholesterol, and ascorbic acid in the
adrenals and plasma (Skelton, 1959) or by studying
corticosterone rhythm in basal and stress conditions

€ 1992 WILEY-LISS, INC.

(Wilkinson et al., 1981; Murakami and Takahashi,
1982; Engeland, 1986). :

In spite of these studies, human adrenal autotrans-
plantation has not yet been possible since it is ex-
tremely resistant to transplantation. We have, there-
fore, decided to re-examine this problem developing a
simple, easily reproducible, autotransplant model on
rats, with the intention of studying adrenal regenera-
tion over a long period and the origin of the regener-
ated cells in order to apply the model to human beings.
Also, the model may be useful in further studies on
paracrine adrenal regulation.

Thus we studied: (1) the ultrastructure of adrenal
grafts in autotransplanted rats between 2 and 180
days, (2) the type of proliferative cells in early stages of
graft regeneration, between 2 and 15 days, after 3H-
thymidine administration, and (3) corticosterane levels
during autotransplant regeneration.

MATERIALS AND METHODS

Twenty-six male Sprague-Dawley rats, weighing ap-
proximately 200 g, were derived from the colony of the

Received December 27, 1990; accepted August 9, 1991.
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Gulbenkian Institute of Science, Oeiras, Portugal, and
divided into two experimental groups.

For morphologic studies by light and electron micros-
copy, 22 animals (first group) were autotransplanted
and sacrificed at 2, 3, 4, 7, 15, 30, 90, and 180 days. For
autoradiographic studies, four rats (second group) were
autotransplanted, injected intraperitoneally with *H-
thymidine (1 pCi/gr body weight) 2 h before sacrifice,
which took place at 2, 3, 7, and 15 days.

After anesthesia with Nembutal (0.1 ml/100 g body
weight), the animals of both groups underwent total
adrenalectomy. The adrenals were placed in a 0.9%
sterile saline solution and cut in small pieces measur-
ing 1-2 mm each. Between 10 and 20 pieces were au-
totransplanted immediately under the skin of the dor-
sal region using the incision previously made. The
incision was sutured with “cat gut” and silk. Some an-
imals were “sham operated” without removal of adre-
nal glands and served as controls.

All animals were fed a commercial diet and provided
0.9% saline solution during the first 90 days and sub-
sequently with water until sacrifice, which was per-
formed by decapitation after anesthesia with nembu-
tal. Necropsy was carried out on all animals in order to
search for accessory adrenals.

Adrenal grafts and adrenal glands from control ani-
mals were fixed in Bouin's liquid for 24 h, formol for 48
h, or Zenker's for 48 h, and paraffin embedded. Pieces
of adrenal grafts were also fixed in 2.5% glutaralde-
hyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, at 4°C for 2 h,
postfixed in 1% osmium tetroxide in veronal-acetate
buffer, pH 7.3, at 4°C for 2 h, and Epon embedded.
Sections of 1 wm in thickness were stained with meth-
ylene Blue-azur II for light microscopy (Richardson et
al.,, 1960). Ultrathin sections were stained with alco-
holic uranyl acetate and lead citrate and examined in a
Jeol 100 B electron microscope.

For autoradiographic studies by light and electron
microscopy, we used the techniques previously de-
seribed (Magalhaes et al., 1986). In short, sections of 1
pm thickness were placed on glass slides, stained with
periodic acid-Schiff plus Harris hematoxylin, and
dipped into Ilford K5 nuclear emulsion. After an expo-
sure period of 12, 26, or 33 days at 4°C, radioauto-
graphs were developed in Kodak D-170 for 6 min and
fixed in 24% sodium hyposulfite for 2 min at 18°C.

For ultrastructural autoradiographic studies, ul-
trathin sections were placed onto nitrocellulose-coated
glass slides and dipped in Ilford L, nuclear emulsion.
After an exposure period of 39, 63, or 90 days at 4°C,
radioautographs were developed in D-19b for 3 min at
20°C and fixed in 24% sodium hyposulfite for 2 min at
18°C, after which sections were stained with uranyl
acetate (15 min) plus lead citrate (10 min) (Reynolds,
1963).

Morphometric studies were performed using adrenal
grafts with 7, 30, and 90 days, from three rats for each
time period. Gold ultrathin sections from three Epon
hiaeks per animal were cut and 10 micrographs per rat
were taken at random at 6,000x, so that 30 micro-
graphs were studied for each animal group. A square
test—the sides measured 14 cm containing 112 lines of
constant length (1 em), arranged in 16 equidistant and
parallel rows, with the distance between the end points
of the lines in every direction also 1 cm—was placed on
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photographic prints that had been enlarged to 18,000x
over zones with visible extracellular space. The num-
ber of points that fell on the mitochondria and on the
interdigitating cell extensions—microvilli—was used
for point-counting volumetry. The number of points
(P)) for these structures was transformed into volumet-
ric density in agreement with the formula V,; = P,/Py
(Weibel, 1973) expressed as a percentage (P is the to-
tal number of test points). The average values were
compared by the Student t-test.

The number of labelled cells was counted at 700x
under oil immersion in 10 fields per gland. Only nuclei
with five or more grains were counted as labelled nu-
clei. In each field, the total number of glandular and
fibroblast-like cells was counted in order to calculate
the percentage of labelled cells.

The number of silver grains in cell nuclei was
counted over a field outlined by an ocular grid by using
the immersion oil objective lens. The grid consisted of a
square measuring 225 p*, which was placed over the
nucleus of glandular or fibroblast-like cells. At the
three different times, silver grains were counted on 50
nuclei of each cellular type and the results were ex-
pressed as number of silver grains per 1,000 p* of tis-
sue. The mean background count measured outside the
sections was deducted from the mean of the nuclear
measurements. The average values were compared by
the Student t-test.

For the assessment of corticosterone in the plasma of
autotransplanted and sham-operated animals, the flu-
orometric method of Mejer and Blanchard (1973) was
used. The fluorescence was read on a spectrofluorom-
eter at an excitation of 470 nm and an emission of 520
nm. These determinations were done in duplicate. The
average values were compared by the Student t-test.

RESULTS
Light Microscopy

Adrenal gland structure was identical in both nor-
mal and sham-operated animals.

Forty-eight hours after autotransplantation, the ad-
renal fragments (capsule included) showed some archi-
tectural changes (Fig. 1). The capsule became oedem-
atous and the cells underneath it (subcapsular cells)
were glomerulosa-like, with large and oval nuclei. The
cytoplasm contained a large number of lipid droplets,
but mitoses were not found. The remaining paren-
chyma exhibited necrosis (Fig. 1). The blood supply was
seen penetrating throughout the capsule, directing to
the graft center. Fibroblast-like cells, polymorphonu-
clear leucocytes, lymphocytes, and macrophages were
present in the capsule and subcapsular zone. At 72
hours, the periphery and center of the graft became
well defined (Fig. 2). The periphery of the graft exhib-
ited the capsule and zona glomerulosa with a large
number of capillary vessels, whereas the center exhib-
ited necrotic tissue, filled with a large number of poly-
morphonuclear leucocytes, lymphocytes, and macro-
phages (Fig. 2). The quantity of lipid droplets in the
glomerulosa cells seemed to be smaller than at 48
hours. Between 4 and 7 days the necrotic center disap-
peared and became occupied by more or less individu-
alized cell cords separated by fibroblast-like cells.
These cell cords seemed to grow centripetally. Zonation
and an adrenal medulla were not seen. At 15 days,
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Figs. 1-6. Light micrographs of adrenal grafts.

Fig. 1. Postautotransplantation—2 days. Note the blood vessels (v)
and the large number of lipid droplets {arrows). c—capsule; g—sub-
capsular or glomerulosa cells. x 225.

Fig. 2. Postautotransplantation—3 days. Capsule (c) and subcapsu-
lar or glomerulosa cells (g) are visible on the left; the center exhibits
necrosed tissue (ne); a dense number of polymorphonuclear leucocytes
are seen on the right (*). x 150.

Fig. 3. Postautotransplantation—15 days. Zenation begins Lo ap-
pear. Note the capsule (¢), zona glomerulosa (g) and zona fasciculata
(f). x 150.
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Fig. 4. Postautotransplantation—30 days. “Nests” of adrenal cells
are surrocunded by the capsule (arrows). x 70.

Fig. 5. Pustaulolrnnsplantation—ﬁ‘o days. Adrenal cortical architec-
ture appears normal with glomerulosa (g), fasciculata (f) and reticu-
laris (r) zones. x 225

_ Fig. 6. Postautotransplantation—180 days. Glandular architecture
is identical to adrenals of normal animals, {—fasciculata; g—glomer-
ulosa, = 150,
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Figs. 7-11. Electron micrographs of adrenal gralts.

Fig. 7. Subcapsular glomerulosa cells, 2 days postautotransplantation. Note the large number of lipid
droplets (1) and mitochondria (m) with tubutar and lamellar cristae. Blood vessels with numerous eryth-
rocytes inside (e) separate normal cells from necrosed tissue (ne). ¥ 9,000.
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splantation—15 days. Adrenal cells showed mi-
{SER). Go—Golgi complex. 12,000.

Fig. 9. Postautotran
tochondria (m) with vesicular and tubulo vesicular cristae. Note the

smooth endoplasmic reticulum

files of rough

ochondria (m)
ber of ree ribosomes (r)

Fig. 8. Postautotransplantation-—T days. Note mit
tubulo-vesicular cristae. Numerous pro
endoplasmic reticulum (rer) and large num

are seen. N—nucleus. x 16,800.

with atypical
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25,200.

Fig. 11. Postautotransplantation—180 days. The ultrastructure is indistinguishable

renal cells. go—Golgi complex; 1—lipid dro
smooth endoplasmic reticulum. x 13,440

Fig. 10. Postautotransplantation—30 days. Note the increase in the number of microvilli (mv). x

: i from normal ad-
plets; li—lysosomes: m—mitochondria; N—nucleus; ser—
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parenchymal architecture changed and the beginning
of zonation could be observed, with the appearance of a
zona glomerulosa and zona fasciculata (Fig. 3). A zona
reticularis and adrenal medulla were not found. There
was obvious cell growth, proliferation, and connective
tissue occupying the graft center (Fig. 3). Thirty days
after the autotransplantation, “nests” of glandular
cells were observed surrounded by the capsule (Fig. 4).
These “nests” were arranged in the glomerulosa and
fasciculata zones. Sometimes fibrous septa arising from
the connective tissue of the capsule could be seen, di-
viding the glandular parenchyma. At 90 days, the cap-
sule was well defined and the three zones of the adrenal
cortex were visible (Fig. 5). Fibrous tissue was present
occupying the graft center. At 180 days after the au-
totransplant, cortical architecture was identical in all
aspects to adrenal glands of normal animals (Fig. 6).

Electron Microscopy

Adrenal gland ultrastructure was identical in both
normal and sham-operated animals. At 48 hours fol-
lowing transplantation, the subcapsular glomerulosa
cells exhibited large, oval nuclei with patches of con-
densed chromatin placed close to the inner leaflet of
the nuclear envelope. The cytoplasm contained a large
number of lipid droplets close to each other (Fig. 7).
Free ribosomes were also numerous. The Golgi complex
exhibited stacks of 3—4 cisternae with smooth and
coated vesicles. Mitochondria appeared with tubular
cristae: however, they were found to periodically have
lamellar cristae (Fig. 7). Contiguity of lipid droplets
and mitochondria was frequently found. Smooth and
rough endoplasmic reticulum profiles were scarce.
Blood vessels were numerous with a large number of
erythrocytes in their lumina (Fig. 7). These vessels of-
ten separated normal cells from necrosed tissue (Fig-
7). At 3 and 4 days, the cell ultrastructure was similar
to that at 2 days. Apparently, the lipid droplets were
smaller, and there was an increase in the rough endo-
plasmic reticulum profiles. Mitosis were seen in small
number. Seven days after autotransplantation, cells
presented numerous profiles of rough endoplasmic re-
ticulum as well as a large number of free ribosomes.
Mitochondria presented “atypical” tubulovesicular
cristae (Fig. 8). The number of lipid droplets was
smaller than previously observed. At 15 days, the cell
ultrastructure was similar to that of the normal ani-
mals, with numerous profiles of smooth endoplasmic
reticulum and a few of rough endoplasmic reticulum.
Mitochondria exhibited vesicular and tubulovesicular
cristae. Features of cells secreting steroids were
present (Fig. 9). At 30 days the ultrastructure of the
glandular cells was similar to that in sham-operated
animals. They exhibited mitochondria with vesicular
cristae, smooth endoplasmic reticulum, and lipid drop-
lets. A remarkable increase in the number of microvilli
of the glandular cells occurred in this period (Fig. _10).
At 90 and 180 days (Fig. 11) after autotransplantation,
the fine structure of the glandular cells was indistin-
guishable from normal adrenal glands; however, the
number of microvilli seemed smaller than that ob-
served at 30 days.

Quantification of the relative volume of mitochon-
dria and microvilli showed a significant increase of the
volumetric density of the mitochondria between the
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TABLE 1. Variations of volumetric density
(¢ = SE) of mitochondria and microvilli with
the age of autotransplantation

Day Mitochondria Microvilli
7 20.66 * 1.46 5.24 = 0.46
p 7 days vs 30 days < 0.01 < 0.001
30 28.09 = 1.35 18.49 = 1.58
p 30 days vs 90 days n.s. < 0.001
90 28.23 = 2.07 9.14 = 1.20
p 7 davs vs 90 day < 0.05 < 0.05

7th and 30th day (Table 1); concerning the microvilli,
there was an highly significant increase of the same
parameter until the 30th day, which was then followed
by a remarkable decrease (Table 1).

Autoradiographic Studies in LM and EM

Autoradiographic studies were performed in au-
totransplanted animals sacrificed at 2, 3, 7, and 15
days. Morphological studies in light and electron mi-
croscopy revealed identical aspects to the previously
described observations in the corresponding periods.
Autoradiograms by light microscopy showed silver
grains on the fibroblast-like cells at 2 and 3 days (Figs.
12, 13) and an intense labelling of the glandular cells
located under the fibrous capsule cells at 7 and 15 days
(Figs. 14, 15). Ultrastructural autoradiograms showed
silver grains over the nuclei of fibroblast-like cells at 2
and 3 days of autotransplantation (Fig. 16) and con-
firmed the light microscopy observations with the sil-
ver grains located most over the glandular cells nuclei
after 7 and 15 days of autotransplant (Fig. 17). Cells
with ultrastructural features of adrenal medullary
cells were observed 7 days after the autotransplant
(Fig. 18).

The study of labelled cells showed a great percentage
of labelled fibroblast-like cells at day 2 followed by a
significant decrease, which was opposite to that seen in
the adrenal glandular cells (Table 2). Also the number
of silver grains over the cell nuclei decrease in fibro-
blast-like cells and increased in the adrenal glandular
cells (Table 2).

Corticosterone Assessment

Until the period of 15 days after autotransplanta-
tion, values for plasma corticosterone were less than
0.05 pg/ml. After this period, we found the following
average values: 0.19 pg/ml at 30 days; 0.15 pg/ml at 90
days, and 0.19 pg/ml at 180 days. The average value in
the sham-operated animals was 0.20 pg/ml (Table 3).

DISCUSSION

When adrenal gland autotransplantations were first
performed some years ago, the basic purpose was to
define the gland regeneration process (Ingle and Hig-
gins, 1938; Greep and Deane, 1949; Brenner et al.,
1953; Penney et al., 1963; Seki et al., 1969; Taki and
Nickerson, 1985). Autotransplantation success was
achieved above all in rodents, which is why rats and
mice are the animals of choice in most experiments
(Wyman and Suden, 1932; Baxter, 1946; Greep and
Deane, 1949; Brenner et al., 1953; Penney et al., 1963;
Murakami and Takahashi, 1982; Saxe and Connors,
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Figs. 12-15. LM autoradiographs of adrenal grafts after ["H] thy-
midine administration. Development in Kedak D-170.

Fig. 12. Postautotransplantation—2 days. Silver grains overlay nu-
clei of the fibroblast-like cells (arrows). Exposure 26 days. x 640.

Fig. 13. Postautotransplantation—3 days. Nuclei of fibroblast-like
cells are strangly labelled (arrows). Exposure 26 days. x 405.

Fig. 14. Postautotransplantation—7 days. Silver grains are located
over glandular cell nucleus (arrews). v—blood vessels. Exposure 33
days. = 630.

Fig. 15. Postautotransplantation—15 days. Note the labeling of
glandular cells (arrows), mainly in zona fasciculata (). Exposure 26
days. # 4035.
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Figs. 16=17. EM autoradiographs of adrenal grafts after [*H|-thymidine administration. Development

in Kodak D18b.

Fig. 16. Necrosis zone (ne), 2 days postautotransplantation. Note the silver grains over the nucleus (N)

of fibroblast-like cells. Exposure 63 days. x 10,800.

1985; Engeland, 1986). Nevertheless, the usual im-
plantation sites (ovary, muscle, etc.) (Ingle and Hig-
gins, 1938; Brenner et al., 1953) do not seem to be very
practical or easily performed when one wishes to trans-
fer these studies to humans. That is why we made use
of a simple technique by placing the adrenal fragments
in a superficial, easily approachable site (which is un-
der the skin of the dorsal region) using the same inci-
sion previously made to perform the bilateral adrena-
lectomy.

Morphological studies allowed us to establish a se-
ries of changes that can be schematized in this way:
tissue necrosis, particularly of the inner layers, 2-3
days after the autotransplant, appearance of large sub-
capsular glomerulosa cells filled with lipid droplets,
scarce smooth endoplasmic reticulum profiles, numer-
ous free ribosomes and rough endoplasmic reticulum,
and mitochondria with lamellar and tubular cristae.
After the 7th day, cells acquired some features of ste-
roid-producing cells with the appearance of a large
number of mitochondria with tubular cristae and with
a decrease in the number of lipid droplets; at 30 days,
the graft cells seemed normal adrenal cells. Simulta-
neously, biochemical studies showed the acquisition of

functional capacity by autotransplanted cells since
plasma corticosterone measurements in the animals,
after tissue regeneration, were similar to those found
in sham-operated animals. Recent studies using HPLC
data (Belloni et al., 1990) also showed that ste-
roidogenic capacity of autotransplants seems to be
more elevated than that of sham-operated animals.
Necropsy, which was carried out in all animals, al-
lowed us to confirm that every time accessory adrenals
were present, there was a decrease in the number of
viable autotransplanted fragments. This had already
been verified by Wyman and Suden (1932). These au-
thors attributed the presence of atrophic fragments to
the existence of accessory adrenals or to the presence of
glandular fragments, which had not been removed
when bilateral adrenalectomy was performed.
Autotransplant regeneration is related to endoge-
nous ACTH stimulation since plasma ACTH concen-
trations are increased after bilateral adrenalectomy
(Wilkinson et al., 1981). The questions are how long
does it take for full regeneration to occur and how does
regeneration take place? In our experimental model,
full regeneration took place between 30 and 90 days
and zonation became well defined. In the Ingle and
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Fig. 17. Adrenal cells, 15 days postautotransplantation. Nute the
silver grains over the nucleus (N) of glandular cells; mitochundria (m)
with typical vesicular cristae. r—free ribosomes. go—Golgi complex.
Exposure 39 days. x 9,520.

Fig. 18, Electron micrograph of cells with ultrastructural features of
adrenul medullar cells, 7 days postautotransplantation; granules (ar-
rows) are dispersed throughout the cytoplusm. N—nucleus. x 7,560.

TABLE 2. Percentage of labelled cells and number of silver grains in fibroblast-like
and glandular cells'

Labelled cells (% = SE)

No grains/1,000 p* = SE

Day Fibroblast-like cells Glandular cells Fibroblast-like cells Glandular cells
2 35 = 1.57(a)! 4 = 1.86(d) 156.53 * 8.80(g) 125.24 * 7.60(j)
ki 8 * 1.22(b) 27 * 2.54(e) 52.93 * 3.60(h) 133.15 *+ 6.08(k)

15 7+ 1.22(c) 34 + 1.86(0 84.22 + 5.370i) 154.75 + 6.75(1)

'Statistical comparison of the data (p <) a vs d—0.001; b vs e—0.001; ¢ vs f—0.001; a vs b—0.00L; b vs
c—n.s.; a v§ c—0.001; d vs e—0.001; e vs f—n.s; d vs {—0.001, ) vs k_—n.s.;j vs 1—0.001; k vs 1—0.01; g vs
h—0.001; g vs i— 0.001; h vs i—0.001; g vs j—0.01; h vs k—0.001; i vs I—0.001,

TABLE 3. Corticosterone concentrations (pg/ml) in the
plasma after autotransplantation

Day Sham operated p values Autotransplant
2/15 0.20 = 0.012 i
30 0.18 = 0.012 n.s. 0.19 = 0.029
90 0.21 = 0.025 n.s. 0.15 = 0.01
180 0.21 = 0.012 n.s. 0.19 = 0.03

* = values lower than 0.05 pg/ml.

Higgins (1938) experimental model and in the model of
Brenner et al. (1953), regeneration was completed, re-
spectively, at 30 and 21 days. Revascularization could
explain the precocity of the regeneration in Brenner's
model since autotransplantation was performed in
muscle that is a well-vascularized tissue. Supporting
this suggestion we must say that Greep and Deane

(1949) studied autotransplantation regeneration using
a type of model that preserved the glandular blood cir-
culation (gland enucleation). These authors managed
to obtain [ull regeneration with this model 1 month
after the procedure. We achieved full regeneration of
our model later than these authors, we believe because
the chosen site will require a longer time to induce
revascularization of the graft. However, our regenera-
tion time seems precocious enough especially if we
think of the advantages of an easy approach site in a
clinical management, not in an experimental one.
Concerning the question of how regeneration takes
place, autoradiographic studies permitted us to assume
that the regeneration process proceeds from the graft
periphery. Skelton (1959) reported this theory with dif-
ferent experimental models concerning the actual site
from which the new cells were derived. Autoradio-
graphic studies from Seki et al. (1969) with the *H-
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thymidine and using the gland enucleation model
showed a rapid and complete proliferation before the
end of the first month. According to our autoradio-
graphic studies, we admit that regenerated cells arise
from supcapsular glomerulosa cells. In fact, we do not
admit a capsular source of regenerated cells as is men-
tioned by other authors (Zwemer et al., 1938; Baxter,
1946) since we did not observe any changes in capsular
fibroblasts in relation to their number and ultrastruc-
ture. In fact, Greep and Deane (1949) did not obtain in
their enucleation studies suggestible data that could
permit to affirm the capsule role in adrenal regenera-
tion. The autoradiographic labelling of fibroblast-like
cells at 2 and 3 days (Table 2) surrounding the au-
totransplant seems to represent an attempt to form
connective tissue septa dividing viable cells from ne-
crosed tissue. One month after autotransplantation,
these septa are present dividing “nests” of glandular
cells. Our data suggest, then, that subcapsular %lo-
merulosa cells, which become intensely labelled by . H-
thymidine at 7 and 15 days (Table 2), are responsible
for glandular cell regeneration. These data support the
cell migration theory suggested in 1951 by Celestino da
Costa. In fact, the zonation theory does not seem to be
adjusted to the biologic process of the autotransplant
because if initially there was extensive necrosis (_)f
glandular cells from the zonulae fasciculata, reticulgns
and part of the glomerulosa, these zones could certainly
not develop a regeneration process. We think that the
subcapsular glomerulosa cells will proliferate and un-
dergo a zonal differentiation probably facilitated by the
reconstruction of glandular vascularization and its
secretory peptides, which might have a role in the con-
trol of zona glomerulosa function (Hinson et al., 1990).

Occasionally, the presence of cells with ultrastruc-
tural features of the adrenal medullary cells were
found at day 7 after autotransplantation. The absence
of an adrenal medulla is a current fact described by the
majority of authors working in adrenal autotransplan-
tation (Ingle and Higgins, 1938; Skelton, 1959). Nev-
ertheless, Wyman (1928), Turner (1939), and Coupland
(1957, 1958) had already referred to its presence. How-
ever, the meaning of this fact remains unknown. Reg-
ulatory mechanisms common to both the cortex and
medulla are being investigated. In fact, recent data
brings new findings in this subject, and it is now evi-
dent that the products of each of these tissues influence
the function of the other (Carballeira and Fishman,
1980; Hinson, 1990).
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ABSTRACT  Background: Adrenal gland autotransplantation, a model
of cortical tissue regeneration, provides the reconstruction of distinct func-
tional and morphological zonae. A morphological and biochemical study of
the adrenal gland of adult male rats after autotransplantation and endo-
thelin-1 (ET-1) administration was made.

Methods: The technique involved bilateral adrenalectomy and placement
of pieces of the adrenal gland in a dorsal plane between the skin and mus-
cle. The animals were killed 90 days after the autotransplantation and 1 hr
after intravenous ET-1 administration (0.5 pg/kg body weight). The au-
totransplanted pieces were removed, fixed, and processed for light and
electron microscopic morphologic studies. Trunk blood was collected for
steroid assay.

Results: Saline-treated control autotransplanted animals showed no re-
markable differences in adrenal organization; grafts exhibiting a mass of
regenerated cortical tissue were arranged in nests of glandular cells sur-
rounded by a fibrous capsule and intersected by layers of connective tis-
sue. The adrenal medulla was systematically absent. Ultrastructure of ET-
l-treated animals revealed an inner area in the graft, consisting mainly of
fasciculatalike cells. Cytoplasmic changes were evident, with high varia-
tions in mitochondrial size and arrangement. Profiles of smooth endoplas-
mic reticulum sometimes exhibited evidence of hypertrophy. Glandular
cells in the graft outer area (subcapsular) were almost invariably like glom-
erulosa; however, some of them showed mitochondria with a peculiar ar-
rangement of the cristae. “Hybrid” cells with mitochondria resembling
those of the zona reticularis were also observed in the subcapsular envi-
ronment. ET-1-stimulated animals showed significant increases in plasma
corticosterone and aldosterone concentrations.

Conclusions: Endothelin-1, previously reported to stimulate acutely the
aldosterone secretion by the adrenal zona glomerulosa in the rat, seems to
exert a modulator role on the physiology of adrenal autotransplants, their
regeneration and secretion. © 1936 Wiley-Liss, Inc.

Key words: Autotransplantation, Adrenal cortex, Regeneration, Endothe-
lin-1, Aldosterone

Regeneration of the rat adrenal can be obtained after
autotransplantation of adrenal tissue (Ingle and Hig-
gins, 1938; Skelton, 1959; Saxe and Connors, 1985; Bel-
loni et al., 1990). In a recent paper (Vendeira et al.,
1992), we confirmed such adrenal regeneration follow-
ing autotransplantation from 2 until 180 days. In ad-
dition, we observed that after day 30 regenerated cells
were surrounded by a capsule from which a few septa
detached and penetrated through the grafts. We as-
sumed that regeneration processes took place at the
graft periphery, proceeding from subcapsular glomer-
ulosa cells. Furthermore, glomeruldalike cells were re-
duced to small clusters beneath the capsule or septa,
with the greatest cell population of the autograft being

© 1996 WILEY-LISS, INC.

faciculatalike cells. In addition, cell cords of irregular
shape surrounded by dilated blood vessels (neovascu-
larization) were observed beneath the capsule or septa.

This type of regeneration, particularly the neovascu-
larization at the graft periphery, led us to discuss the
role of vascular endothelium in adrenal regeneration.
In fact, adrenal vasculature is arranged in such a way
that adrenocortical cells are adjacent to blood vessels
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Fig. 1. Light micrograph of adrenal graft. Postautotransplantation
= 90 days. Saline-treated animal. R, regenerated cortical tissue; C,
connective tissue. X 275.

(Pudney et al., 1981), and cells of the vascular endo-
thelium are actively secretory, producing a wide range
of substances with multiple functional roles (Vane et
al., 1990). In particular, endothelin-1 (ET-1), which
was first isolated in 1988 by Yanagisawa et al., pro-
motes the stimulation of aldosterone secretion nor-
mally secreted by zona glomerulosa and could have a
role in the control of this zone (Hinson et al., 1991a).
However, ET-1 seems to modulate the secretion of cor-

Fig. 2. Postautotransplantation = 90 days. Saline-treated animal.
Adrenal glandular cells show the usual features of steroid-secreting
cells. N, nucleus; M, mitochondria; L, lipid droplet; ER, smooth endo-
plasmic reticulum; GO, Golgi complex x15,000.

ticosterone after adrenocorticotrofic hormone (ACTH)
stimulation, which induced vasodilatation (Hinson et
al.,, 1991b). ET-1 is produced in the vicinity of ET-bind-
ing sites, which strongly suggests that ET-1 is a local
autocrine or paracrine hormone. Furthermore, ET-1
probably controls the local production of catechola-
mines and corticosteroids in the adrenal gland
(Masaki, 1993). Moreover, circulating amounts of ET-1
are very small (Suzuki et al., 1989), as is the concen-
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Figs. 5 and 6 (Legends on following page).
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TABLE 1. Variations of volumetric density (% = SE)
of mitochondria, dense bodies, and smooth
endoplasmic reticulum (SER) in ET-1-treated
autotransplanted (AT) rats

Parameters Mitochondria Dense bodies SER
AT rats 26.44 £ 307 172=046 2276 =285
p< .001 0.0001 0.001
AT rats (ET-1) 40.32 = 7.22 5.10 = 1.55 34.23 = 6.03

tration of receptors, which were previously described in
the zona glomerulosa and adrenal medulla of the rat
(Davenport et al., 1989; Kohzuki et al., 1991; Belloni et
al., 1994). In the present study, we describe the effects
of acute ET-1 administration on the morphology and
function of rat adrenal autotransplants, a model where
the adrenal medulla is absent.

MATERIAL AND METHODS

Eighteen male Wistar rats from the colony of the
Gulbenkian Institute of Sciences (Oeiras, Portugal),
with body weights of approximately 200 g, were di-
vided into two experimental groups. Twelve animals
(first group) underwent adrenal autotransplantation
according to the technique described by Vendeira et al.
(1992).

In short, after anesthesia with sodium pentobarbital
(0.1 m/100 g body weight), the animals were bilater-
ally adrenalectomized. The adrenals were placed in a
0.9% sterile saline solution and cut into small pieces
measuring 1-2 mm each. Between 10 and 20 pieces
were autotransplanted immediately under the skin of
the dorsal region by using the incision previously
made. All animals were fed 2 commercial diet and pro-
vided 0.9% saline solution during the first 30 days and
subsequently with water until they were killed by de-
capitation. The rats were housed under normal labora-
tory conditions with regular diurnal light/dark alter-
ations (12-hr-light, 12-hr-dark cycles). ET-1 (0.5 ng/kg
body weight; Sigma Chemical Company, USA) was ad-
ministered intravenously via the left jugular vein
(Renaud, 1969) to each animal 1 hr before death, which
took place 90 days after autotransplantation. Animals
were handled gently by the same operator to minimize
stress. Another six rats (second group) were also au-
totransplanted and intravenously injected with 0.9%
saline solution 1 hr before they were killed. For the
assessment of plasma aldosterone and corticosterone
and for plasma renin activity, trunk blood was col-
lected and plasma separated by centrifugation and im-
mediately stored at —25°C until assayed. Necropsy was
performed on all the animals to search for accessory
adrenals. Twelve animals were “sham operated” with-
out removal of their adrenal glands and served as con-
trols. Six normal animals were also included in the

Figs. 5-8. Electron micrographs of autotransplanted adrenal cor-
tex. Postautotransplantation = 90 days. ET-1-treated animals. Graft
outer area. (Figs. 7 and 8 appear on next page.)

Fig. 5. Clomerulosalike cells. M, mitochondria with typical tubular
cristae; L, lipid droplets, x 13,500.

Fig. 6. Subcapsular glomerulosalike cells with mitochondria (M)
presenting compact and irregular tubular cristae. x13,500.
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experimental procedure for morphological and bio-
chemical controls.

Adrenal grafts and adrenal glands from control ani-
mals were fixed in Bouin's liquid for 24 hr and embed-
ded in paraffin. Pieces of adrenal grafts were also fixed
in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2, at 4°C for 2 hr, postfixed in 1% osmium tetroxide in
veronal-acetate buffer, pH 7.3, at 4°C for 2 hr, and
Epon embedded. Sections of 1 pm in thickness were
stained with methylene blue-azur II for light micros-
copy (Richardson et al., 1960). Ultrathin sections were
stained with alcoholic uranyl acetate (15 min) plus lead
citrate (10 min; Reynolds, 1963) and examined in Jeol
100 B and Jeol 100 CX II electron microscopes.

Morphometric studies were performed by using ad-
renal grafts within 90 days. Three rats for each exper-
iment were used (ET-1 or saline administration). Gold
ultrathin sections from three Epon blocks per animal
were cut and 10 micrographs per rat were taken at
random at 4,500 x , so that 30 micrographs were stud-
ied for each animal group. A rectangular test—the
sides measured 22 and 16 cm and contained 102 lines of
constant length (1.3 ¢m), arranged in 17 equidistant
and parallel rows, and the distance between the end
points of the lines in every direction was 1.3 cm—was
placed on photographic prints that had been enlarged
to 13,500 X over zones with visible extraceliular space.
The number of points that fell on the organelles (mito-
chondria, dense bodies, and smooth endoplasmic retic-
ulum) was used for point-counting volumetry. The
number of points (P;) for these structures was trans-
formed into volumetric density in agreement with the
formula V; = P,/P (Weibel, 1973) expressed as a per-
centage (P is the total number of test points). The
average values were compared by Student’s t test.

For corticosterone assays, the HPLC method
(Haughey and Jusko, 1988), with 254-nm absorbance
detection, was used. Aldosterone and plasma renin ac-
tivity were determined by RIA (commercial kits pur-
chased from Sorin Biomedica, Italy). These determina-
tions were done in duplicate. The average values were
compared by Student’s t test. A p value less than 0.05
was considered significant. To minimize circadian vari-
ances, all the animals were killed and trunk blood col-
lected between 2 and 3 p.m.

AESULTS
Light Microscopy

Adrenal gland structure was identical in normal and
sham-operated animals. Concerning the autotrans-
planted adrenal tissue, no remarkable differences were
observed when intravenous ET-1 or saline solution was
administered. Briefly, adrenal grafts removed 90 days
after the autotransplantation procedure showed a mass
of regenerated cortical tissue arranged in nests of glan-
dular cells surrounded or intersected by layers of con-
nective tissue (Fig. 1). Cell arrangement and neovas-
cularization were assembled, disclosing at least twa cell
populations resembling zona glomerulosa and particu-
larly zona fasciculata. Neovascularization was charac-
teristically more evident in the outer areas. (Fig. 1)

Electron Microscopy

Adrenal gland ultrastructure was identical in nor-
mal and sham-operated animals. In addition, in saline-
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TABLE 2. Endocrine effects of ET-1 in autotransplanted (AT) rats (mean + SEM)!
Parameters Normal rats Sham-operated rats AT rats AT rats (ET-1)
Plasma aldosterone, pg/ml (RLA) 290.5 = 59.18* 255.83 * 54.51¢ 78.25 = 11,7¢ 223.12 = 28.37
Serum corticosterone, pg/ml (HPLC) 0.19 *= 0.02° 0.22 = 0.03° 0.08 = 0.004" 0.14 = 0.011%
Plasma renin activity, ng/mlhr (RIA) 22.79 = 3.54° 26.45 + 4.917 25.37 = 1.32' 20.47 * 3.44'

'Statistical comparison of the data (p <):avs.d,n.s.;bvs. e, ns;cvs. [,n.s.;dvs. g 0.01; e vs. h,0.005 [vs. i, n.s; g vs. j, 0.001; h vs, k, 0.001;

ivs. |, ns.

treated autotransplanted rats, no significant morpho-
logical changes were observed. As previously described
(Belloni et al., 1990; Vendeira et al., 1992), glandular
elements showed the characteristic features of steroid-
secreting cells, with mitochondria of tubular and vesic-
ular cristae, abundant profiles of smooth endoplasmic
reticulum, and lipid droplets (Fig. 2). “Hybrid" cells
resembling those found in the normal zona reticularis,
with mitochondria of tubulovesicular cristae, were oc-
casionally observed; however, other characteristic fea-
tures of these cells such as lipofuscin and apoptotic
figures were lacking.

After ET-1 administration, a remarkable difference
in glandular ultrastructure was seen. The inner area of
the graft showed cells almost invariably like fascicu-
lata; cytoplasmic changes, particularly concerning mi-
tochondria and the smooth endoplasmic reticulum,
were often observed, with mitochondria of vesicular
type and a high variation in number, size, and arrange-
ment (elongated or in crescent; Fig. 3). Profiles of
smooth endoplasmic reticulum sometimes exhibited
evidence of hy'pertrophy, occupying almost all of the
cytoplasm and forming “reticulum lakes” (Fig. 4). Nu-
merous dense bodies were occasionally seen in these
areas, and lipid droplets could often be observed in
close approximation to mitochondria. The outer area of
the graft revealed a different glandular pattern, with
blood vessels containing a large number of erythro-
cytes in their lumina. Concerning the subcapsular en-
vironment, glandular cells were almost invariably like
glomerulosa cells, having the typical mitochondria
with tubular cristae (Fig. 5), and were observed in in-
timate contact with the connective tissue. Some
showed a high mitochondrial concentration, with a par-
ticular arrangement of their cristae (Fig. 6). Interposed
was an occasional fasciculatalike cell (Fig. 7). A dis-
tinct type of cell with mitochondria resembling those of
the zona reticularis but lacking all the other typical
cytologlcal characteristics of reticularis cells (Ilpofus—
cin and apoptotic figures; Fig. 8) was also observed in
the subcapsular environment; this cell, referred to
above as “hybrid,” rarely occurred in saline-treated au-
totransplanted animals.

Quantification of the relative volume of mitochon-
dria, dense bodies, and smooth endoplasmic reticu-
lum showed a significant increase of the volumetric den-
sity of all these organelles after ET-1 administration
(Table 1).

Blood Hormonal Concentrations

Endocrine data on normal and sham-operated rats
are shown in Table 2. No significant changes could be
seen between these two groups of animals. Autotrans-
planted rats showed a significant decrease in aldoste-
rone and corticosterone plasma concentrations. How-

ever, plasma renin activity underwent an insignificant
decrease. The acute intravenous administration of
ET-1 to rats previously autotransplanted produced a
significant rise in corticosterone (0.14 pg/ml vs. 0.08
pg/ml} and particularly aldosterone (223 pg/ml vs, 78
pg/ml) concentrations. The plasma renin activity
(20.47 ng/mlhr vs. 25.37 ng/ml/hr) was not signifi-
cantly changed (Table 2).

DISCUSSION

Adrenal gland autotransplantation provides a very
interesting model of adrenal regeneration, where
adrenocortical cells proliferate and undergo functional
and morphological differentiation without the control
of the zona medullaris (Vendeira et al., 1992). As seen
in most vertebrates, ste ecreting and chromaffin

., 1989)| In

chronically stimulate the growth of zona glome
and aldosterone secretion {(Mazzocchi et al., 1987;

mMison et al.,

d—eutStransplantation technique
provides a model to study adrenal growth in the ab-
sence of chromaffin tissue or a nerve supply. Previ-
ously, by using autoradiographic techniques, we as-
surned that adrenal regeneration in the autotransplant
process took place at the graft periphery and proceeded
from subcapsular glomerulosa cells (Vendeira et al.,
1992). In addition, autoradiographic studies using the
gland enucleation model showed a rapid proliferation
before the end of the first month, with mitotic cells
located in a few cell layers of the subcapsular region
(Seki et al., 1969). This result suggested a preponder-
ant role for the classical adrenoglomerulotrophic fac-
tors (ACTH, angiotensin II, and K+) in stimulating
the mitotic activity of zona glomerulosa {Nussdorfer,

119



MODULATION OF ADRENAL AUTOTRANSPLANTS

1986). Moreover, when ET-1 is chronically adminis-
tered, it is able to enhance specifically the growth and
steroidogenic capacity of rat zona glomerulosa and ex-
ert a strong proliferogenic effect on zona glomerulosa
(Mazzocchi et al., 1990b). Our results give some sup-
port to the understanding of ET-1 effects in adrenal
modulation. In fact, the acute stimulation with this
peptide enhanced aldosterone secretion and induced cy-
toplasmic changes in glomerulosalike cells, which
could not be reached in intact animals by Mazzocchi et
al. (1990a). However, in our experiments, no signifi-
cant variations concerning plasma renin activity were
observed, which reinforce the possibility that ET-1 acts
directly on zona glomerulosa. Paradoxically, the acute
administration of angiotensin II to autotransplanted
rats does elicit an insignificant increase in aldosterone
plasma -concentrations {Belloni et al., 1990), which
markedly increased when the animals where chroni-
cally sodium restricted (Belloni et al., 1991). These
data suggest that adrenal-regenerated glandular cells
might be, at least in acute experiments, more respon-
sive to ET-1 than to angiotensin IT. ET-1 seems to share
some common functional aspects with neuropeptides,
which have been clearly evident in the capsule and
zona glomerulosa (Hinson et al., 1994). However, ac-
cording to our present knowledge, ET-1 has not yet
been identified in adrenal nerve terminals. Hence, im-
munohistochemical studies using antibodies against
ET-1 and studies with chronic stimulation of au-
totransplanted adrenals with both ET-1 and angioten-
sin I will be necessary to clarify these effects.
Concerning glucocorticoid levels, we noticed that se-
rum corticosterone concentrations were 50% lower in
autotransplanted rats than in sham-operated animals.
These differences might be due to a relatively low mass
of adrenocortical tissue in the autotransplanted ani-
mals because ACTH levels are chronically increased
(Wilkinson et al., 1981; Engeland, 1984; Belloni et al.,
1990). Other factors are important in adrenal regener-
ation such as the pituitary-generated N-terminal pro-
opiomelanocortin (N-POMC) peptide (Estivariz et al,
1988). In addition, Thorne et al. (1991) demonstrated
that POMC was synthesized in the adrenal medulla
and thus might influence corticosteroid biosynthesis in
a paracrine way (Szalay, 1993); however, in our model
the medulla is absent. Recent data on growth factors in
the adrenal support the view that have fibroflant
growth factor (bFGF) has a compensatory adrenal
growth response (Basile and Holzwarth, 1994). Ho and
Vinson (1994) referred to an autocrine/paracrine mito-
genic action of bFGF and insulin-like growth factor-1
(IGF-1). Nevertheless, it seemed intriguing that the
acute administration of ET-1 to autotransplanted ani-
mals led to a significant increase in corticosterone
blood levels, all the more because ET-1 receptors are
located at zona glomerulosa. The potential role of ET-1
on increasing the blood flow through the graft should
be considered. A low concentration of ET-1 elicits va-
sodilatation rather than vasoconstriction (Masaki,
1893). However, Hinson et al. (1991h), using the in situ
isolated perfused rat adrenal gland, demonstrated that
the administration of ACTH caused an increase in the
rate of immunoreactive endothelin secretion. They con-
cluded that endothelin may mediate the effect of
ACTH-induced vasodilatation on corticosterone secre-
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tion. Therefore, our results might reflect the effect of a
direct stimulation (ET-1 receptors) of a “hybrid” cell
pool located between the two outer and inner zonae,
irreversibly directed to fasciculata differentiation.
These cells seem like reticularis cells; however, they
disclose neither the “aging pigment” lipofuscin nor ap-
optotic figures usual in reticularis cells (Penney et al.,
1963; Rhodin, 1971; Wyllie et al., 1980). In the same
way, the increased number of glomerulosalike cells
{(with or without stimulation features) reflect the stim-
ulation of these cells, which can present ET-1 recep-
tors.

Acelllayerlocated between the zona glomerulosa and
fasciculata and named the zona intermedia has been
reported (Cater and Lever, 1954; Neville and O’ Hare,
1982). The layer consisted of three to five layers of cells
with ultrastructural features that were identical to our
“hybrid” cells. These researchers have suggested that
these are transitional cells between the zona glomeru-
losa and zona fasciculata. Recently, within the same
location (Mitani et al., 1994), a nove] cell layer, without
corticnsteroid-synthesizing enzymes, was found in the
rat adrenal and considered to be the progenitor layer of
the cells of the adrenal cortex zonae. However, the fact
that autotransplantation techniques provoke an almost
total necrosis of the parenchymal cells, with the excep-
tion of the capsule and a few subcapsular cells, excludes
the hypothesis that such a zone may influence the
growth of adrenal differentiated cells. Moreover, zona
glomerulosa cells in culture first secrete aldosterone
and then corticosterone and the cells later acquire the
ultrastructural features of fasciculata/reticularis cells
(Hornsby et al., 1974).

In summary, it is unquestionable that ET-1 in the
present study leads to adrenal morphological and bio-
chemical alterations, suggesting a role in the modula-
tion of steroidogenesis. Further studies, namely immu-
nohistochemical ones are required, to obtain the
definition of autotransplanted adrenal zonation in the
absence of adrenal medulla or neural connections.
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Abstract

Adrenal gland autotransplantacion, an inceresting model of
adrenal regeneration. provides the reconstruction of dis-
tince functional and morphological zonae, An immuno-
histochemical study of the adrenal glaind of adule male racs
after autorransplanacion and endothelin-1 (ET-1) stmu-
lation was carried out. The techuique involved total
adrenaleccomy and immediate autotransplantation of small
adrenal picces under the skin of the deral region. The
animals were killed 90 days after the autotransplantation
and | h after intravenous ET-1 administration. Sections
of recovered adrenal grafts were incubated wich 1ZAD, a
monoclonal antibody which interacts with an antigen
(1ZAg) predominandy found in rac adrenal inner zones.

Saline-treated  control autotransplinted  animals showed
IZAb immunostining in almost all adrenocortical nssue,
with the exception of small clusters of cells beneath che
capsule. ET-1-treated ammals exhibited an extended zone
devoid of immunostaining and located in the subcapsular
area. [n addidon, ET-1-stimulated animals showed signiti-
cant increases in aldosterone as well as cortcosterone
concentrations in plisma. These resules revealed chat ET-1
stimulated the development of an extended subcapsular
zone lacking 1ZAg expression, an effece that suggests its
role in zona glomerulosa induction in these animals.
fournal of Endocrinology (1996) 149, 497-502

Introduction

The data concerning mammalian differentiation, namely
adrenocortical zonadion, renain unclear at present. There
are two main theories: the cell migration and the zonal
theories. According to the cell migration theory (da Costa
1951, Wrighe et al. 1973, Nussdorfer 1986), the adreno-
cortical cells arise in zona glomerulosa, migrate into zona
fasciculata and die in zona reticularis. Zajicek ef al. (1980)
suggested that cell migration is accompanied by changes in
the morphology of adrenal cells which do not necessarily
reflect their functional specificity (Ganguly 1991). In a
previous study (Vendeira et al. 1996), we used the rat
adrenal autotransplantation technique as a model of adrenal
regeneration, and we have described the morphological
and biochemical changes resulting from acute stimulation
with endothelin-1 (ET-1), 2 21 amino acid peptide first
isolated by Yanagisawa ef al. (1988). ET-1 has been shown
to have a role in cellular differentiation and function
(Simonson & Dunn 1991, Takuwa 1993) and to stimulace
aldosterone secredion in rats (Mazzocchi et al. 1990a,h,
Hinson et al. 1991a,0). In addition, its receptors are present
in the adrenal zona glomerulosa and medulla (I2avenpore
et al. 1989, Koseki er al. 1989, Kohzuki ef al. 1991, Belioni

Journal of Endocrinology (1996) 149, 497-502
0022-0795/96/0149-0497 $08.00/0

eral. 1994). In Vendeira et af. (1990), regenerated adrenal
tissue exhibited some morphological zonadon; however,
such zonation was not the classical one observed in in sity
glands, It was even dificult to identify adrenocortical cells
located beneath the capsule or connective tissue septa; the
remaining cell population was similar in arrangement to
the zona fasciculata-like cells in the intact animal. ET-1,
when studied by conventional light microscopy, did not
produce appreciable alterations, in spite of the increase in
plasma aldosterone as well as corticosterone concencrations.

This led us to create a more discriminatory method for
the analysis of the finest cellular alterations. In this study,
we have used a monoclonal antibody (IZAb) which
interacts with an antigen found in rat adrenal inner zones
(zona fasciculata and zona redcularis) and not in the
glomerulosa zone (Laird et al. 1988, Barker et al. 1992, Ho
et al. 1994). This ancibody recognizes a 60 kIDa protein
(IZAg-2) which is processed to yield a smaller protein
(IZAg-1, 30 kD)) after adrenocorticotrophin (ACTH)
stimulation. Since ACTH plasma levels are high during
autotransplantation of adrenal tissue (Wilkinson et al.
1981, Engeland 1984, Belloni ¢t al. 1990), we studied
IZAg expression in control conditions and after ET-!
administration.

¢ 1996 Journal of Endlocrinolagy L Printed in Creat Britain

497

125


http://Ac1reti.il
http://adrenocortic.il

498 P VENDEIRA and others

Immunohistochemistry in adrenal autotransplants

v i L s e

Figure 1 Normal adult rat (non-autotransplanted). IZAb immunostaining
(1:50); avidin/biotin complex technique. C, capsule; ZG, zona glomerulosa;
IN, zona fasciculata+zona reticularis {inner zone); M, medullary cells. Scale

bar=100 pm.

Materials and Methods

Wistar rats, of approximately 200 g body weight, were
obtained from the colony of the Gulbenkian Institute of
Sciences, Oeiras, Portugal. They were divided into two
experimental groups. All animals underwent bilateral
ddrenalectomy and adrenal autotransplantation, fOUOwing
our previously described technique (Vendeira et al. 1992).
The animals were fed on a commercial diet and provided
with 0:9% saline to drink during the first 30 days following

surgery, and subsequently with water. They were housed
under normal laboratory conditions with regular diurnal
light:darkness conditions.

Animals were used 90 days after autotransplantation. In
the first experimental group (six animals), ET-1 (0-5 pg/
kg body weight; obtained from Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA) was administered intravenously via the
left jugular vein (Renaud 1969) and under anaesthesia
with sodium pentobarbital, 1 h before they were killed by
decapitation. At the same time, a control group (three rats)

Figure 2 (a) Post-autotransplantation (90 days) in a saline-treated animal. IZAb immunostaining (1:50) and the avidin/biotin complex
technique are common to (a—d); C, capsule; R, regenerated adrenal tissue. (b) As (a); note adrenal glandular cells devoid of
immunostaining (arrows) beneath the capsule; ZF, inner area (fasciculata-like cells). (c) Post-autotransplantation (90 days) in an ET-1-lreated
animal; SC, subcapsular zone. (d) As (c); note the similarity with intact adrenal glands (Fig. 1), except for width variations. Scale

bars=10 pm.
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Table 1 Endocrine effects of ET-1 in autotransplanted (AT) rats. The data presented are the

means + SEM.

Plasma aldosterone (pg/ml) (RIA)
Serum corticosterone (pug/ml) (HPLC)
Plasma renin activity (ng/ml per h) (RIA)

AT rats P values AT rats (ET-1)
7016 £ 13-91 <0-001 23425 £ 30-47
0-07 £ 0007 <0-001 014 £ 0012

2479+ 167 NS 2157 +3-78

NS, nat significant.

was similarly injected intravenously with (:9% saline
solution. A group of four nomual animals  (non-
autotransplainted) was also used o define normal 1ZAg
expression. Animals were handled gendy by che same
OPETILOr tO minimize any stress response. Trunk blood was
collected for plasma aldosterone. corticosterone and renin
activity assays, and the plisma was separated by centri-
fugation and immediately stored at — 23 °C undil required
for assay.

All animals were autopsied immediacely to ascertain
the presence of natural accessory adrenals. If present, the
animals were removed from the experimental groups.
Adrenal grafts were removed and immediacely fixed in 4%
formaldehyde in PBS (pH 7-4, 0-1 mol/1) for 18 hac 4 °C.
Fixed adrenal tssue was dehydrated and then embedded
in paratfin wax. Sections (3 i) were cut and mounted on
gelatine-coated glass shdes. After dewaxing, sections were
washed in Tris-buffered saline (pH 7°3). Sections were
then incubated for 30 min wich [ZAb (1:30), followed
by biotinylated mbbit anti-mouse [gG and peroxidase-
conjugated avidin (avidin-biotin complex; DAKO Led,
Copenhagen, Denmark). Visualization of the peroxidase
activity was achieved by incubation for 20 min with
3,3'-diamincbenzidine (Sigma) and H,0,. Sections were
counterstained  with  haematoxylin,  Washed  sections
were then mounted with Entellan (Merck, Darmstadr,
Germany), and viewed under a light microscope. To
establish che specificity of the above immunochemical
staining, sections were also incubated with mouse IgG |
negative conerol serum (Dakopatss A/S Produktionsvej,
Glostrup, Denmark), in place of the specific antibody
described above. No specific immunohistostaining  of
[ZAg was abserved under these experimental conditions.
Twelve tissue sections from six-ET-1 treated animals
and nine sections from three saline-treaced animals were
used for counting the number of glomerulosa-like cell
layers.

We used HPLC for corticosterone assays (Haughey &
Jusko 1988) with absorbance detection ac 254 nm. Aldos-
terone and plasma renin activity were determined by RIA
(commercial kits purchased from Sorin Biomedica, Italy).
[n order to minimize circadian variation, all animals were
killed and cheir trunk blood was collected berween 1400
and 1300 h.

Journal of Endacrinology (1996) 149, 407-502

Results

In normal rats (mon-autorransplanted), specitic 1ZAb
binding was confined to the inner adrenocortical zones
(zoma fasciculatatzona reticularis), The zona glomerulosa
and medulli were unstained, excepe for a few isolated
cortical cells within the medulla (Fig. 1).

In autotransplanced  animals  injected  wich
solution, immunostaining  with  [ZAb  was  observed
throughour almost all of the regenerated adrenocortical
tissue (Fig. 2a), wich the exceprion of some dispersed small
clusters of eells beneath the capsular tissue or adjacent
connective tissue septa (Fig. 26). These cells, identified
as glomerulosa-like cells could sometimes define a one
cell-thick layer. Medullary tissue did not survive the
autotransplantation procedure.

Following ET-1 administration, all adrenal grafts
showed the presence of an extended subcapsular zone
devoid of immunostaining. The bulk of the regenerated
tissue, apparently corresponding to adrenocortical inner
zones, was 1ZAb-positive (Fig. 20, The unstained cell
layers, about three to cighe cells thick (Fig. 2d), were very
similar in appearance to the zona glomerulosa of intact
adrenal glands (compare with Fig. 1), although variations
in the width of this zone were frequent.

Acute intravenous ET-1 administracion produced a
significant rise in aldosterone plasma concentration (234 vs
70 pg/ml). The plasma concentration of corticosterone
also showed a significant rise (0-14 vs 0-07 mg/ml) in
autotransplanted rats, when compared with saline-treated
controls. Plasma renin activity (21:6 vs 24-8 ng/ml per h)
was not significancly affected (Table 1).

saline

Discussion

Since 1ZAb recognizes an inner zone-specific factor, it
may be used to monitor adrenocortical zonation {Laird
et al. 1988). In fact, it will permit a clear distinetion
between outer and inner zonac. In the intact gland, 1ZAg
expression has proved to be a good marker for unequivocal
identification of adrenal cell types (Ho & Vinson 1993).
In the present study, 1ZAb defined both outer and inner
adrenocortical areas in autotransplinced adrenal glands,
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However, the outermost zone was restricted to small
clusters of unstained cells locaced in the subcapsular region.
After ET-1 administration, an apparent extension of the
subcapsular zone lacking [ZAg expression was abserved,
This effece suggests a regulatory mechanism of ET-1 in the
structure and function of zona glomerulosa, which is
supported by the signiticant increase of aldosterone plasma
concenerations in autocransplinted ET--treated animuals.
In turn, ET-! can samulace the convenion of anwiotensin
I to angiotensin 1T and potenciace the angiotensin -

(Cozza or al, 1992,
Levin 1993). The measurement of plisma angiotensin
[ Jevels seems o be importane in order o detine che
pussible combined role of ET-1 in the rentn-angiotensin-
aldesterone systent. However, endotheling have  been
shown to ace directly on adrenal glomerulosa cells, causing
stimulation of aldesterone secretion (Wowdeock e al.
1990). In face, the [ZAg dvnamic changes
some direce ertect of ET-1 accounts tor chis occurrence.

The distribution of [ZAg in the zona tasciculata is
stmilar to thae of 1 B-hydroxylase, as shown by an i sit
hybridization  technigue (Ho & Vinson  1993). Since
aldosterone synchase can cacalyse all of che steroidogenic
steps in zona glomerulosa from deoxveorticosterone to
aldosterone, 1t has been considered chae 1 B-hydroxylase is
not essential tor aldoesterone biosynthesis (Lauber & Miiller
1989, Ogishima er al. 1992), However, atter chronic
ACTH rtreatment the distribucion of L1 B-hydroxylase
mRINA and [ZAg both clearly extend towards the sub-
capsular region (Ho & Vinson 1993), and aldosterone
secretion is inhibited. Since, in our model, plasma ACTH
concentrations renain high dunng adrenocortical regen-
eration, it seems plausible that they refect the ACTH
condidon of the intact animals. On the other hand,
after ET-1 treaument the effect of ACTH is counteracted,
IZAg expression disappears in the outermast layers, and
aldesterone output is enhanced.

The mechanism involved in the acute stimulatory efect
of ET-1 is unknown. According to Mazzocchi et al.
(19906), after chronic infusion with ET-1, this regulatory
cftect involves the stimulation of de noro synehesis, both of
the steroidogenic enzymes and of the membrane frame-
work in which they are located. However, it is unlikely
thac synthesis of a new aldosterone synthase  could
be sufficient to account for this change with this
time of exposure. The enhanced availabilicy of 18-
hydroxydeoxycorticosterone precursor, a pool usually con-
fined to the inner adrenocortical zone, could account for
this acute stimulatory action, as in other sicaations (Vinson
et al, 1993). On the other hand, the elimination of 1ZAg
expression is intriguing, suggesting thae this acute process
is, in some way, important for che secretory response of

mduced production of aldoscerone

sugaest thae

aldosterone.

Recently, a new cell layer located between the outer
and mner arcas was described in the mt adrenal cortex
(Mitani eral. 1994), Such cells exhibited no corticosteroid-

synthesizing enzymes, namely aldosterone synthase and
U1B-hyvdroxylase. This layer seems to represent a tran-
sinonal state between glomerulosa and fasciculata zonae
(Cater & Lever 1934, Neville & O'Hare 1982, Gomez-
Sanchez er al. 1988). and. as a dynamic area, it is probably
muore sensitive o local regulaters. The increased corti-
costerone plasni concentration in ET-1-treated autotrans-
planted animals, also observed in the in sine perfused
adrenal gland preparation where an increased secretion of
immunoreactive ET-1 into the adrenal vein was observed
atter ACTH pertusion (Hinson er al 199 11), could be due
to the stimulation of these incermediate cells, indicating a
rediferentiation to tiuciculita-tvpe cells, However, the
time of exposure o ET-1 in the presenc study seems o be
very short for chis to occur. Further studies will be usetul
i order to clarify the role of this cell laver in terms of
steroidogenic enzvme expression and inceractions between
angrotensin 1L, aldosterone and ET-1.
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Abstract

Adrenocortical regencration atter adrenal aueotransplint-
don provides 1 model tor the study of local autocrin

paracrine mechansms involved in the growth and ditfer-
entiation of the adrenal cortex. To study the possible
involvement of some growth factors, namely basic tibro-
blast wroweh factor (bFGF, FGF-2) and insulin-like
growth factor [ (IGF-1), in cell differentiation, inununo-
histochemical and ulerascruceural studies were carried out
on adrenal autotransplanes in adule male rats. To distin-
guish berween fasciculata and glomerulosa-like cells with
accuracy, tissue sections were immunostained with 1ZAb,
which recognizes the inner zone antigen (IZAy) present
m fasciculata and redculans cells but absenc from the
glomerulosa, and by electron microscopy. [GF-l-treated
animals exhibited a clear glomerulosa-like zone that was
devoid of IZAb immunostaining. [n this outer subcapsular
area, ultrastructural examination showed cells containing
mitochondria with irregular cristae resembling those of
the feral or immature glomerulosa cells. In contrast, no
significant morphological differences were observed in
bFGF-treated animals when compared with those from

salime-treated controls, in boch of which, 1ZAb immuno-
staning oceurred inalmost all adrenocortical cells. wich no
clear zonanon or glomerulosa, as seen in che intact animal.
Plasma aldosterone and corticosterone concentrations were
lower in autotcansplanted control animals than in intact
controbs, although plisma renin activites were similar,
LGF-1 trequmenc signiticandy increased aldosterone con-
centrations,  whereas corticosterone and  plasina renin
activity were reduced. bFGF infusion turther reduced
plosna aldosterone, alchough plisima renin activiey and
corticosterone were unaftected. These results suggest that
the two growth factors have diferene effeces on zonal
diferentiation and function in the autotransplanted gland.
In particular, bEGF, by reducing glomerulosa function,
appears partly to replicate the actions of ACTH in nonmal
animals, In contrast, 1GF-I enhances the glomerulosa
secreting phenotype and diminishes chat of the fsciculata/
reticularis, possibly replicating che actions of angiotensin 11
or a low sedium dict.

Journal of Endocrinology (1999) 162, 21-29

Introduction )

Adrenal gland autotransplancation  provides a  useful
model to study adrenocortical regeneration in laboratory
animals (Ingle & Higgins 1938, Belloni er al. 1990).
This is particularly so as morphological zonation may also
be reproduced (Saxe & Connors 1983, Vendeira et al.
1992).

Transplanted tissue may recover its functions, at least
partially, but normally not reflecting morphological zona-
tion, as neither glucocorticoid nor mineralocorticoid secre-
tion is fully restored; this has been demonstrated in both
humans (Prinz et al. 1989, Demeter cr af. 1990, Lucon

Iournal of Endocrinology (1999) 162, 21-29
0022-0795/99/0162-0021

et al. 1993) and rodents (Belloni et al. 1991, Ganguly 1991,
Sarria er al. 1993, Vendeira ef al. 19964).

As we have previously demonstrated (Vendeira er al.
1992), regeneration processes in the autotransplanted
gland start at the periphery of the graft, proceeding from
subcapsular glomerulosa-like cells. A partial adrenocortical
zonation, with differentiated inner and outer areas, was
observed at day 90 after autotransplantation, even in the
absence of the medulla (Vendeira er al. 1996h). Conceiv-
ably, this may be enhanced by administration of substances
that specifically stimulate the growth and steroidogenic
capacity of the zona glomerulosa, perhaps including the
wide range of neuropeptides that have been identified in
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the capsule and zona glomerulosa of adrenal glands
(Hinson et al. 1992, 1994, Malendowicz 1993, Nussdorfer
1996). Vascular producs may also be involved, for
example endothelin-1, which can both sumulace proliter-
arion of the rat adrenal zona glomerulosa (Mazzocchi er al.
1992, 1997, Belloni er al. 1996) and potentiate aldosterone
secretion (Cozza & Gomez-Sanchez 1990, Mazzochi er al.
1990a, b, Hinson ¢r al. 1991, Nussdorter et al. 1997).
Indeed, previous scudies have emphasized a1 role tor
endothelin-1 in adrenals regenerating atter autotransplan-
tcion (Vendeira or ol 19964) or adrenal enucleation
(Malendowicz er al. 1997).

Some yroweh factors are also known o be important.
Much evidence supports the modulatony role of basic
tibroblast growth tactor (bFGF, FGF-2) and insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) in the growdh and regulaton of a
wide array of biological systems (Goustin er af. 1986, Han
er al. 1987, Roaich 1997, Biktlvt e al. 1997, Ray &
Melmed  1997). More specitically, in the context of
sterotdogenic organs, 1GF-I is thoughe o induce and
maintain differentiaced functions of Levdig, ovartan granu-
losa and adrenocortical cells (Bergh o al. 1991, Penhoat
etal. 1994), In the adrenal, this concept is strengthened by
the fact that adrenccortical cells secrete 1GF-1 during
proliferation induced by enucleation or unilateral adrenal-
ectomy, or by adrenocorticotrophin (ACTH) or angio-
wensin [l treacment (Penhoat er al. 1989, Jackson er al.
1991), and that IGF-I[ promotes both mitosis and steroido-
genesis in human, bovine and rac adrenal cortex (Musiano
et al. 1993, Viard er al. 1993, Penhoac et al. 1994, Weber
et al. 1997). Changes in translation of mRINA cuding tor
both bEGF and IGF-1 support the view thac groweh and
differentiation of the rat adrenal cortex may at least partly
be mediated by these factors in an autocrine/paracrine
manner (Mesiano et al. 1991, Ho & Vinson 1995). bFGF
is also a potent mitogen of bovine adrenocortical cells and
rat capsule glomerulosa in vitro (Gospodarowicz et al. 1977,
Basile & Holzwarth 1993). In addition, after unilateral
adrenalectomy, bFGF was localized immunohistochemi-
cally in cells of the rat adrenal zona glomerulosa and medulla
(Basile & Holzwarth 1993, 1994). Taken together, these
daca support the role of bFGF in autocrine/paracrine stimu-
lation and in the compensatory adrenal growth response.

As we have pointed out (Vendeira et al. 19966), a more
discriminatory morphological methoed of analysis is neces-
sary for experimental regeneration studies. [n this study,
we describe the effects of chronic treatment with bFGF
and [GF-I on the biochemistry and morphology of adrenal
autotransplants. The specific- antibody, inner zone anci-
body (IZAb), which labels the antigen 1ZAg, which is
found only in fasciculata and reticulads cells of the rat
adrenal cortex (Laird et al. 1988, Barker er al. 1992, Ho
et al. 1994), was used as a tool for cellular analysis. Electren
microscope studies were employed to give some insight
into the ulerastructural aleeracions in the subcapsular
glomerulosa-like cells.

Journal of Eadocrinology (1999) 162, 21-29

Matenrals and Methods

Twenty-six male Wistar rats from the colony of the
Gulbenkian Institute of Sciences (Oeiras, Portugal), with
body weights of approximately 200g, were divided into
tour expenimental groups. After intraperitoneal anaesthesia
with sodium pentobarbital, the animals of three of chese
groups underwent bilateral adrenalectomy and adrenal
autotransplantation as previously described (Vendeira er al.
1992). Briefly, bilateral adrenalectomy was performed by a
subcostal extraperitoneal incision, and the adrenals were
placed in a 0:9% seerile saline solution and cut into small
pieces measuring 2 mm each including the capsule. All the
tragments were immediately autotransplanted under the
skin of the domal region. All aninuls were fed on a
commercial diet and provided with 0-9% saline solution
dunny the finse 30 days after surgery, and subsequently
with water unal chey were killed by decapitation. The rats
were housed under normal laboratory conditions wich
regular diurnal lighe/dark aleerations (12 h lighe/ 12 h
darkness cyeles). Seven days before being killed (ac 90 days
atter the autotransplantacion), the aninals were chronically
infused with cither 009% saline solution (controls, five
animals) or 0-9% saline containing bFGF (eighe animals)
or 1GF-I (eight animals) (Bachem  Feinchemikalien,
Bubendort, Schwitzerland). The delivery of the drugs was
by intraperitoneal infusion after implantation of Alzet
mini-esmotic pumps (model 2001) with a reservoir vol-
ume of 200 pl (Alza pharmaceuticals, Palo Alto, CA,
USA). The rate of delivery was -2 pg/kg per h, wich a
pump rate of 1:0 pl/h. Aninuals were handled gendy by
the same operator to minimize stress responses. For the
assessment of plasma aldosterone and corticosterone and
plasma renin activity, trunk blood was collected. Plasma
was separated by centrifugation and immediately stored at
<25 °C until assayed. A group of five intact animals was
also used to define normal 1ZAg expression as well as
normal plasma steroid concentrations. Necropsy was car-
ried out on all the animals to search for accessory adrenals,
Adrenal grafts were removed and fixed in 4% formalde-
hyde in PBS (pH 7-4, 0:1 mol/l) for 18 h ac 4 °C. Fixed
adrenal tissue was dehydrated and then embedded in
paraffin wax. Sections (5 um) were cut and mounted on
gelatine-coated glass slides. After being dewaxed, sections
were washed in Tris-buffered saline (pH 7-5). They were
then incubated for 30 min with 1ZAb (1:50), followed by
biotinylated rabbit anti-mouse 1gG and peroxidase-
conjugated avidin (avidin-biotin complex; Dako Ltd,
Copenhagen, Denmark). Visualization of the peroxidase
activicy was achieved by incubation for 20 min with 3,3'-
diaminobenzidine (Sigma) and H,0,. Sections were
counterstained  with  haematoxylin.  Washed  sections
were then mounted with Entellan (Merck, Darmstadr,
Germany) and viewed under a Leitz light microscope.
To establish the specificicy of the immunchistochemical
staining, sections were also incubated with mouse lgG-I-
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negative control serum (Dakopatts A/S Produktionsve;,
Glostrup, Denmark) in place of the specific antibody
described above. Twenty-four grafts from eight bFGF-
treated and eight IGF-I-treated animals and nine from five
saline-treated animals were used to determine the number
of glomerulosa-like cell layers. Pieces of adrenal grafts
were also fixed in 2:5% glutaraldehyde in 01 M
cacodylate buffer (pH 7-2) for 2 h at 4 °C, postfixed in 1%
osmium tetroxide in veronal/acetate buffer (pH 7-2) for
2h at 4°C, and Epon embedded. Sections 1pm thick
were stained with methylene blue/azur II for light mi-
croscopy (Richardson et al. 1960) to identify the adrenal
subcapsular and inner zones. Ultrathin sections from these
areas were stained with alcoholic uranyl acetate (15 min)
plus lead citrate (10 min) (Reynolds 1963) and examined
in a Jeol 100 CX II electron microscope.

We used HPLC for corticosterone assays (Haughey &
Jusko 1988, Swart et al. 1988) with absorbance detection at
254 nm. Aldosterone and plasma renin activity were
determined by RIA (commercial kits purchased from
Sorin Biomedica, [taly; intra-assay and interassay variations
for aldosterone were 97% and 11-5% respectively and for
plasma renin activity 7-6% and 9-1%). All experiments
were carried out in duplicate. Mean values were compared
by Student's r-test. A P value of less than 0-05 was
considered significant. In order to minimize circadian
variations, all animals were killed and their trunk blood
collected between 1400 and 1500 h.

Results

As previously observed (Ho & Vinson 1993, Pignatelli
et al. 1995), immunohistochemical staining with [ZAb in
intact control animals was restricted to the inner adreno-
cortical zones (zona fasciculata and reticularis) (Fig. 1). The
zona glomerulosa and the medulla were unstained. No
specific immunohistostaining was seen in the non-specific
mouse IgG-treated control sections. Ultrastructurally,
glandular elements showed the usual features of steroid-
secreting cells, containing mitochondria with tubular and
vesicular cristae, abundant profiles of smooth endoplasmic
reticulum, and lipid droplets.

No significant morphological differences could be found
in autotransplanted glands after chronic 0-9% saline solu-
tion or bFGF infusion when compared with autotrans-
planted controls. IZAb immunchistostaining was observed
in almost all of the regenerated adrenocortical tissue (Fig.
2a and b), with the exception of some small clusters of cells
beneath the capsular tissue and adjacent well-vascularized
connective tissue septal layers. There was no clear zondtion
as seen in the intact animal, although the immunonegative
cells, which appeared to be glomerulasa-like, occasionally
formed a layer one to two cells thick. Ultrastructurally
most cells showed fasciculata characteristics, with mito-
chondria containing typical vesicular cristae. [dentical

Figure 1 Intact contral adult animal, 1IZAb immunohistostaining
(1:50); avidin-biotin complex technique. Zona glomerulosa is
unstained. C, Capsule; ZG, zona glomerulosa; IN, inner zone
(zona fasciculata+zona reticularis); M, medullary cells, Scale
bar=100 pm.

findings were also obtained in the subcapsular area,
although here a few isolated cells with glomerulosa-type
features could be seen.

After chronic administration of [GF-1, a remarkable
difference in glandular architecture was seen. In these
glands, a glomerulosa-like zone was clearly evident as
an exterided subcapsular layer some three to seven cells
thick. This zone was devoid of immunostaining, in con-
trast with the [ZAb- positive zona fasciculata-like cells
that constituted the inner cell population (Fig. 3). Electron
microscope findings revealed that cells in the inner zone
continued to exhibit mitochondria with the wvesicular
cristae, lipid droplets and smooth endoplasmic reticulum
profiles typical of fasciculata cells (Fig. 4). However, in the
outer subcapsular area, this experimental group showed
cells with mitochondria resembling those of immature or
fetal glomerulosa cells. Although exhibiting smooth endo-
plasmic reticulum profiles with evidence of hypertrophy
and a lipid droplet deplerion, these glomerulosa-like cells
were mainly characterized by the presence of mitochon-
dria with irregular tubular or tubulovesicular cristae but

Journal of Endocrinclogy (1999) 162, 21-29
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Figure 2 Autotransplanted adrenal gland (90 days). IZAb immunohistostaining (1:50) and avidin-biotin complex technique.
(a) Saline-treated animal. Staining is observed in almost all of the regenerated adrenocorlical tissue. (b) bFGF-treated animal, Same
immunohistostaining distribution as for (a) with no clear zonation as seen in Fig. 1. C, capsule; R, regenerated cortical tissue. Scale

bar=10 pm.

lacking other features characteristic of reticularis cells, such
as lipofuscin granules (Fig. 5). Chromaffin medullary tissue
could not be found in any of the experimental procedures.

Prolonged infusion with [GF-I produced a significant
rise in plasma aldosterone concentrations when compared
with saline or bFGF infusion. Plasma renin activity was
significantly decreased. In contrast, serum corticosterone
was significantly lower in autotransplanted IGF-I-treated
animals when compared with the other experimental
groups {Table 1).

Discussion

The growth and differentiation of the adrenal cortex
continues to present challenges for our understanding of
the mechanisms involved. Most authors now believe that
the three major zones are not immutable, and that cellular
transformation, for example from glomerulosa to the
fasciculata, or fasciculata to reticularis, occurs under nor-
mal conditions, and indeed is a feature of the cellular life
history as the cells migrate centripetally from the periph-
eral part of the gland. Cellular transformation, however,
occurs only at the specific sites where the zones adjoin, and
consequently the zones retain their relative positions
within the gland despite changes in relative abundance
that may reflect physiological stimulation. The difficulty
lies not only in identifying the factors that account for such

Journal of Endocrinology (1999) 162, 21-29

cellular transformation, but also in explaining why they act
only at such specific locations.

As the parenchymal cells are thought to migrate
through the cortex, it might be supposed that the tissue-
organizing factors originate in other structures that retain
their position. These might, for example, include elements
of the vascular system (Rosolowsky & Campbell 1994,
Rubin & Levin 1994), or the innervation (De Léan ef al.
1984, Gallo-Payet et al. 1987, Rebuffac et al. 1988, Hinson
et al. 1992, Vizi et al. 1992, 1993, Malendowicz 1993,
Bornstein et al. 1994, Hinson et al. 1994), and considerable
evidence now exists that both can greatly affect adreno-
cortical function under experimental conditions. How-
ever, when glands are autotransplanted, these elements are
lost (even if only cemporarily), and still under appropriate
conditions adrenocortical zonation can occur. Therefore
the factors that regulate adrenocortical zonation must have
another source.

The adrenal autotransplantation model has proved to be
an invaluable experimental tool, which clearly shows the
presence of local autocrine/paracrine mechanisms in
addition to systemic regulators (Wilkinson et al. 1981,
Belloni et al. 1991, Zieleniewski & Zieleniewski
1995, Zieleniewski et al. 1995, Vendeira et al. 1996a,
Malendowicz 1997).

After chronic stimulation with IGF-I, the adrenal
neocortex exhibited an extended subcapsular area corre-
sponding to the zona glomerulosa, and devoid of [ZAb
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Figure 3 Autotransplanted adrenal gland (90 days). IZAb immunohistostaining (1:50) and avidin-biotin complex technique.

IGF-I-treated animal. A glomerulosa-like zone devoid of immunohistostaining is clearly evident. C, Capsule; SC, subcapsular

glomerulosa-like zone; IN, inner zone. Scale bar=10 um.

immunoreactivity. The suggestion that IGF-I stimulates
the zona glomerulosa is supported by a significant rise in
plasma aldosterone concentrations. It is known from other
studies that IGF-I exerts a potent proliferative effect on
adrenocortical cells in witre (Naaman et al. 1989), and
furthermore that IGF-I is also synthesized within adrenal

h 2 1.
33 - =R (0t s e il
Figure 4 Electron micrograph of adrenal cortex. Autotrans-
plantation {90 days). IGF-I-treated animal. Glandular cells in the
inner zone exhibited mitochondria (M) with vesicular cristae, lipid
droplets (L) and smooth endoplasmic reticulum profiles (ER),
typical of fasciculata cells. Scale bar=1 ym,

tissue, which contains a relative abundance of both [GF-I
mRNA and the peptide (Hansson et al. 1988, Ho &
Vinson 1995). IGF-I also stimulates stercidogenesis in
isolated adrenocortical cells (Penhoat et al. 1994, Weber
et al. 1997) and has been implicated in compensatory
growth after unilateral adrenalectomy, as well as in adrenal
regeneration and differentiation after bilateral adrenal
enucleation (Jackson et al. 1991). Using non-radioactive
in sitn hybridization, IGF-I mRNA was located mainly in
the zona fasciculata and adrenal medulla in untreated
animals (Ho & Vinson 1995). After ACTH stimulation or
sodium restriction, the translation of IGF-I mRNA is
enhanced in zona glomerulosa, also supporting a local
proliferative role for IGF-I. This seems plausible as
IGF-I receprors have been identified in rat, bovine and
human adrenal glands (Penhoat et al. 1988, Shigematsu
ct al. 1989, Arafah 1991, Weber et al, 1995, 1997). In
our experiments, [GF-I administration increased the
extent of [ZAg non-expressing cells in the subcapsular
area, suggesting its particular modulatory role in the
peripheral areas of the regenerated adrenal cortex, This
is in a sense similar to previous findings of IGF-I
mRNA localization in the fetal adrenal (Han et al. 1987,
Mesiano et al. 1993) in which a predominantly capsular
localization was observed. The low plasma corticosterone
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Figure 5 Electron micrograph of adrenal cortex. The conditions were the same as for Fig, 4. Glandular cells in the outer subcapsular area
exhibit mitochondria with irregular cristae resembling those of the fetal glomerulosa cells, Note the absence of lipid droplets. C, capsule;
N, nucleus; M, mitochondria. Scale bar=1 pm. Inset: details of regular mitochondrial cristae from glomerulosa cells of intact rats, Scale

bar=1 pm.

concentrations observed after chronic administration of
[GF-I deserve a comment, because they do not appear to
be consistent with the morphological evidence. This is,
however, a common finding in adrenal-regenerated auto-
transplants, a situation in which a high plisma ACTH
concentration is also observed (Wilkinson et al. 1981,
Engeland 1984).

The morphological and biochemical analysis of adrenal
grafts submitted to chronic bFGF administration showed
some unexpected effects when compared with previous
results. [n fact, our observations revealed that bFGF
produced no change in [ZAg expression when compared
with control autotransplanted animals. Immunohistostain-
ing was distributed in almost all of the regenerated

Table 1 Endocrine effects of prolonged infusion (7 days) with saline
presented are means + SEM.

adrenocortical tissue, with the exception of some small
clusters of subcapsular cells. Incerestingly, Basile &
Holzwarth (1993, 1994) showed that, in the unilaterally
adrenalectomized animal, in the remaining gland bEGE
was preferentially located in the outer cortical area and
adrenal medulla, while the expression of bEGF receptors
was predominancly in the capsule and zona glomerulosa.
Hence, bBFGF may play a role in compensatory adrenal
regeneration. In this study, we observed that plasma
aldosterone concentrations were significandly lower than
in control autotransplanted animals, and this finding sug-
gests that bEGF partly replicates the actions of chronic
ACTH in normal animals. The invariable plasma renin
acrivities, when compared with conerols, are intriguing,

solution (55), bFGF or IGF-I in autotransplanted (AT) rats. The data

Intact rat AT+55 AT +bFGF AT+IGF-I
Plasma aldosterone (pg/ml) 290 + 591" 81-15 £ 143 18:5 + g-8W 132-4 + 10-8"
Serum corticosterone (pg/ml) 0-19 £ 0-02'™ 0-09 £ 0-003"" 0-1+001™ 0-05 + 0-004™
Plasma renin activity (ng/ml per h) 22:79 £ 3-547 2375 £ 3-81" 18:37 £ 2:32¢ 11-47 £ 3-46"

Statistical comparison of the data: a vs d, P=0-001; b vs e, P=0-005; ¢ vs [, nis; d vs g, P=0-01; e vs b, ns; fvs i, ns; d vs J, P=0D1; e vs k, P=001; fus |,

P=001.
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suggesting that even after a 7 dav infusion of bFGF. the
renin—-angiotensin-aldosterone system still lacks adequate
regulatory feedback.

As bFGF is also a potent angiogenic and neurotrophic
factor (Flamme & Risau 1992, Bikfalvi er al. 1997), it has
been suggested thac it may have & modulatory role in
vascularization and innervation of the adrenal gland (Basile
& Holzwarth 1994). We postulate chat ic may have a role
in the neovascularization process in the autotransplinted
adrenal  cortex, which we  have already  described
(Vendeira er al. 1992, 19964), although as previously
noted, neural pathways were not observed in the

autorransplanted  gland ar least in the early steps of

regeneration.

These findings strongly suggest that growth factors
have an importane role in regulating adrenocortical
zonmation. The ftactors that influence the extent and
sites of their expression as well as those of their receptors
will now require further study in order to finuly establish
the mechanisms of proliferation and steroidogenic ditfer-
entiation in the regenerating gland.
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1. Autotransplante da glandula supra-renal

1.1. Comentdrios Gerais

“0s mecanismos que regem a regeneracao e a diferenciacao dos tecidos endocrinos em geral e da
supra-renal em particular sdo maltiplos, complexos e ainda hoje pouco claros.

Na presente dissertagdo, procuramos descrever e clarificar as alteracdes morfoldgicas e funcionais
observadas no decorrer da regeneracdo e diferenciagdo adrenocortical ap6s autotransplante da

glandula supra-renal, bem como elucidar os mecanismos moduladores envolvidos neste processo.

Este modelo experimental de autotransplante ja efectuado desde ha varias décadas (Wyman e
Suden, 1932; Ingle e Higgins, 1938a; Brenner e col., 1953; Penney e col., 1963; Taki e Nickerson,
1985; Belloni e col., 1990; Sarria e col., 1995), foi inicialmente desenvolvido com o intuito de
estudar morfologicamente o processo de regeneracio adrenocortical apés a privagao da medula
supra-renal. O rato como animal de experiéncia cedo se revelou ideal para o estudo, dada a alta
taxa de sucesso do enxerto quando comparada com a taxa observada em animais superiores
incluindo o homem (Wyman e Suden, 1932; Murakami e Takahashi, 1982; Saxe e Connors, 1985;
Okamoto e col., 1996). O local de eleicdo para a colocacdo do enxerto é extremamente variavel,
como ja previamente referido. A utilizagdo por nos efectuada do plano subcutaneo da regido
dorsal foi fruto da necessidade de criar um plano de facil acesso e de execugdo técnica simples e
rapida, e que simultaneamente permitisse ultrapassar as dificuldades inerentes a uma regenera-
cdo deficitaria, por exemplo, por ineficacia do suporte vascular ou por condi¢des locais pouco

satisfatorias.
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0 cortex supra-renal adulto possui a capacidade de, em determinadas condicées adversas
(autotransplante ou enucleagdo), sofrer um processo proliferativo bem como de diferenciacdo
esteroidogénica (Wyman e Suden, 1932; Ingle e Higgins, 1938a,b; Greep e Deane, 1949; Taki e
Nickerson, 1985). Curiosamente, a utilizacdo de populacGes constituidas por células do estroma,
parenquimatosas e endoteliais adrenocorticais em cultura revelou o mesmo tipo de potencialidades
(Roskelley and Auersperg, 1993), na auséncia de elementos nervosos e/ou cromafins, permitindo
reforcar a constatacdo da independéncia do enxerto em relaco a estes factores.
Contudo, no animal intacto, o cortex supra-renal recebe inervacio auténoma que afecta o ritmo
de proliferacdo cortical e estimula a esteroidogénese (Dallman e col., 1976, 1980; Holzwarth e
col., 1987; Holzwarth, 1988; Ehrhart-Bornstein e col., 1998). Para além de adrenalina e noradre-
nalina, a medula supra-renal contém e liberta um ndmero variado de peptideos reguladores
passiveis de exercerem um efeito estimulador ou inibidor sobre as células adrenocorticais (Saria
e col., 1980; Kondo e col., 1980; Kondo, 1985; Majane e col., 1985; Nussdorfer e col., 1988; Maubert
e col., 1990, 1993; Nussdorfer, 1996), o que permite questionar sobre as consequéncias da sua
auséncia no modelo de autotransplante. Dentro destes neuropeptideos, a substancia P, a neuroten-
sina, o peptideo intestinal vasoactivo e o neuropeptideo Y parecem exercer um importante papel
no aumento da secrecao de aldosterona (Mazzocchi e Nussdorfer, 1987; Nussdorfer e col., 1988;
Cunningham e Holzwarth, 1988; Rebuffat e col., 1988, 1994; Malendowicz e col., 1992; Mazzocchi
e col., 1996a; Renshaw e col., 2000), e a estimulacdo cronica com estes trés altimos peptideos
induz o crescimento da zona glomerulosa (Mazzocchi e col., 1987, 1993a; Rebuffat e col., 1988); a
oxitocina estimula apenas a actividade mitética na zona glomerulosa (Payet e Isler, 1976:
Stachowiak e col., 1995). Hinson e col. (1990) sugerem que o tecido adrenocortical constitui inici-
almente um alvo para neurénios adrenomedulares pos-ganglionares, mas, 2 medida que cértex e
medula se tornam progressivamente associados e a fungao da medula como ganglio se modifica,
as fibras pés-ganglionares terminam inteiramente no interior da glandula, ora formando o teci-

do cromafim, ora inervando as células adrenocorticais.
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De acordo com Dallman e col. (1976) e Gragg e Soliman (1993), as conexdes nervosas parecem
estar implicadas no crescimento adrenocortical compensatério e este facto constitui mais um
importante elemento na avaliagdo da presenca destes diversos neuropeptideos nos nervos do
cortex supra-renal (Holzwarth, 1984; Holzwarth e col., 1987; Malendowicz, 1993; Hinson e col.,
1994a,b; Vinson e col., 1994; Toth e Hinson, 1995; Nussdorfer, 1996), com especial relevo no
cortex externo, suportando a hipotese de uma regulagdo paracrina.

Estes achados clarificam e apoiam o papel da inervagdo cortical no controlo da proliferacao,
estrutura e funcdo do cortex supra-renal, quer no animal intacto quer na resposta adrenocortical
compensatéria. Em apoio a esta teoria, Bornstein e col. (1994), utilizando o animal intacto, e
através de um procedimento de localizacio imunohistoquimica para a proteina neuroendocrina
cromogranina-A, identificou a presenca de células cromafins em todas as zonas corticais incluin-
do a glomerulosa.

No entanto, mesmo na auséncia de tecido nervoso ou cromafim, os processos regenerativos de-
senvolvem-se permitindo a sobrevivéncia e desenvolvimento do enxerto adrenocortical, tal como
demonstramos no primeiro trabalho, observando-se ainda critérios objectivos bioquimicos que
suportam esta funcionalidade a nivel dos mecanismos da esteroidogénese. Curiosamente, e ape-
nas no primeiro trabalho, ohservamos um animal que, ap6s 7 dias de autotransplante, mostrou a
presenca de células com caracteristicas ultrastruturais de células cromafins. O significado deste
facto permanece desconhecido, ndo se tendo observado alteracges morfoldgicas ou funcionais a
nivel cortical. Este achado foi também previamente descrito por alguns autores (Wyman, 1928;
Turner, 1939; Coupland, 1957, 1958), em contaste com a grande maioria dos trabalhos nesta
irea. Também em nenhum outro protocolo experimental por nés utilizado, com o autotransplante
da glandula, voltamos a verificar tal facto, quer nos estudos em microscopia dptica classica quer
nos estudos ultrastruturais. Recentemente, Ulrich-Lai e Engeland (2000), em estudos envolvendo
o autotransplante de tecido adrenocortical na regido su bcapsular renal, investigaram os fendémenos

de reinervacio do enxerto, tendo verificado que nesta localizacdo € possivel observar a existéncia
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de fibras nervosas de novo, concluindo, de uma forma global, que os autotransplantes de glandu-
la supra-renal ndo constituem um modelo valido de tecido adrenocortical desnervado. A escolha
especifica deste local de autotransplante pelos referidos autores podera justificar a presenca de
factores locais facilitadores desta reinervacdo; no entanto, deve ter-se em conta que o tecido
adrenocortical, dada a sua grande concentragao de hormonas glicocorticéides, constitui um ex-
celente meio para a sobrevivéncia de células nervosas transplantadas (Suhonen e col., 1990),

actuando assim como um factor facilitador da reinervacdo.

No modelo por nés utilizado e no autotransplante em geral, bem como na enucleagdo, a ausén-
cia de regeneracdo de tecido medular é a regra, tal como previamente observado e posterior-
mente confirmado por outros autores (Ingle e Higgins, 1938a,b; Skelton, 1959; Belloni e col,,
1990,1991; Sarria e col., 1995; Nabishah e col. 1998). Assim, e tal como ja referido, a influéncia
cortical dos nervos auténomos e das células cromafins é inexistente, o que implica que o enxerto
adrenocortical cresce e diferencia-se, segregando corticosteréides apenas sobre a influéncia da

ACTH e de outras provaveis hormonas troficas (Gibson e Krieger, 1981).

Como é sabido, as concentracdes plasmaticas de ACTH estdo cronicamente aumentadas apos su-
pra-renalectomia bilateral e autotransplante (Gibson e Krieger, 1981; Wilkinson e col., 1981;
Engeland, 1984; Belloni e col., 1990, 1991), a que ndo € alheio o facto de os niveis plasmaticos de
corticosterona observados constituirem cerca de 50% dos registados no animal intacto. Estivarize
col. (1982, 1988a) sugerem a possibilidade da participacdo de outros factores com relevo na
mitogénese cortical e salientam o papel de peptideos derivados da pro-opiomelanocortina (POMQ),
capazes de reverter parcialmente a atrofia glandular observada em animais hipofisectomizados e
submetidos a enucleacao supra-renal bilateral, situa¢ao ndo observada pela administragao de
ACTH (Estivariz e col., 1988b). Curiosamente, a detecgdo destes peptideos foi efectuada na medu-

la (Thorne e col., 1991), fornecendo assim novo suporte para a regulacdo paracrina entre os dois
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tecidos supra-renais (Szalay, 1993), e a existéncia de mecanismos de “feed-back” entre os
corticostergides sintetizados de novo e a glandula hipofiséria, apés enucleacdo, permitiu reforcar
o papel destes peptideos nos processos da regeneracao precoce (Perone e col., 1997).

Independentemente da contribuigao das estruturas nervosas e dos peptideos de origem hipofisaria
nos processos de regeneracdo e diferenciagdo adrenocortical, é deveras pertinente salientar que,
no modelo de autotransplante, e na auséncia ou na presenca de fibras nervosas como recente-
mente descrito, observa-se uma recuperacao incompleta das concentracdes plasmaticas de
aldosterona e corticosterona na presenca de concentragdes suprafisiologicas de ACTH como ja
referido. Da mesma forma, é também importante frisar que a zonacao classica adrenocortical, tal
como a conhecemos no animal intacto, no & observada no autotransplante, apesar dos primei-
ros estudos por nos efectuados (trabalho 1) e de outros similares (Penney e col., 1963), nos terem
induzido a considerar idéntica 3 do animal intacto. De facto, os estudos em microscopia 6ptica
com coloracdes de rotina (H+E) e os estudos ultrastruturais ndo revelaram alteracdes significati-
vas ao fim de 90 dias de autotransplante, nomeadamente nas observacdes feitas nas células
glandulares de caracteristicas fasciculadas, que, como sabemos, constituem a maior componente

celular do enxerto.

1.2. Regeneracio e Diferenciacdo no Autotransplante

Os resultados do presente trabalho suscitam algumas questdes e duas das mais pertinentes dizem
respeito, por um lado, 3 localizacdo da resposta proliferativa no autotransplante e por outro, ao
desenvolvimento da zonacdo adrenocortical quer morfologica quer funcional. Os estudos
autorradiograficos exibem marcacio pela timidina tritiada em localizagao subcapsular no que
diz respeito a populacio de células glandulares. Observagdes prévias (Skelton, 1959; Seki e col.,

1969) sugerem que o processo proliferativo tem origem exclusiva na periferia do enxerto. No
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entanto, deve salientar-se que nas fases precoces do enxerto existe uma abundante marcacio
autorradiogrifica de células de tipo fibroblastico, provavelmente resultante de uma reorganiza-
¢ao a nivel do tecido conjuntivo (trabalho 1), sem no entanto se observar qualquer tipo de modi-
ficacdo neste tipo de células que permita sugerir uma participacao da capsula ou tecido conjun-
tivo adjacente nos processos de regenera¢do. Os nossos dados sugerem que o tecido glandular
subcapsular € o responsdvel pela actividade de regeneracao, observando-se a maior marcacio

nuclear, por timidina tritiada, entre o 7° e 0 15° dia pds-autotransplante.

O procedimento de regenera¢do é acompanhado de fendmenos de angiogénese dada a exube-
rante neovascularizacdo observada na periferia do enxerto, o que levanta questdes ndo sé no que
diz respeito a angiogénese propriamente dita, mas também ao papel do endotélio nos fenémenos
proliferativos. A este respeito é deveras curioso o facto do arranjo da vascularizacdo adrenocortical
no rato intacto ser tal que permite que cada célula glandular esteja em contacto directo com
vasos sanguineos (Pudney e col., 1981; Vinson e col., 1985; Vinson e Hinson, 1992; Tokunaga,
1996; Basset e West, 1997), o mesmo se passando apds os fenémenos de angiogénese no
autotransplante. Apesar de os mecanismos de angiogénese continuarem pouco claros, devemos,
no entanto, ter em conta a expressao aumentada de FGF-2 na glandula contralateral apés
adrenalectomia e nomeadamente nas regides externas assim como uma expressio aumentada
de receptores para FGF-2 na capsula e zona glomerulosa (Basile e Holzwarth, 1993, 1994). Este
facto, aliado ao conhecimento de que o FGF-2 é um potente factor angiogénico (Folkman e Shing,
1992; Flamme e Risau, 1992; Folkman e D’Amore, 1996; Bikfalvi e col., 1997), sugerem um papel
relevante deste peptideo na resposta angiogénica necessaria a neovasculariza¢do observada nas
fases iniciais do autotransplante de glandula supra-renal, e, portanto, a facilitacao do acesso a
nutrientes e outros factores de crescimento com consequéncias relevantes no desencadear dos
mecanismos de regeneracao e diferenciacao. Da mesma forma, a expressao do FGF-2 bem como

do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) parece ser regulada pela accao da ACTH bem
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como pela acgdo de factores locais soltveis (Risau, 1995, 1998; Shifren e col., 1998; Gaillard e col.,
2000), podendo constituir um factor importante quer na manutencao do endotélio adrenocortical
adulto, quer na neovascularizacdo observada apés estimulo regeneratério desencadeado por trans-
plante (Thomas e col., 1997; Thomas e Hornshy, 1999).
A este respeito, a integracdo entre os sistemas imunitario e neuroenddcrino deve ser menciona-
da, dada a existéncia de argumentos favorecendo o papel das citoquinas na estimulagdo dos
mecanismos da angiogénese (Imura e col., 1991; Sachs, 1992; Reichlin, 1993; Ehrhart-Bornstein e
col., 1996; Bornstein e Vaudry, 1998; Marx e col., 1998). Numerosos estudos envolvendo a ac¢do
| da interleucina-1 na glandula supra-renal sugerem a existéncia de um mecanismo estimulador,
permitindo um aumento da secrecdo de corticosterona (Andreis e col., 1991a; Gwosdow e col.,
1992: Rebuffat e col., 1992; Mazzocchi e col., 1993b). De acordo com Zieleniewski e col. (1995), a
interleucina-1 pode exercer um papel estimulador nos fendmenos mitéticos do tecido
adrenocortical regenerado apés enucleacdo, contribuindo, juntamente com os fendmenos de
angiogénese, para uma facilitagdo do crescimento glandular na fase inicial do periodo pos-

autotransplante.

0 estudo dos fenémenos de neovascularizacdo, na fase inicial, revelou simultaneamente a pre-
senca de miltiplos processos de necrose observados nas dreas internas corticais, seguindo-se um
crescimento celular centripeto com provéavel origem nas células glomerulosas subcapsulares, de
acordo com os dados referidos. Esta hipotese de que as células parenquimatosas migram através
do cortex durante os processos de proliferagdo e posterior diferenciacao (teoria da migragdo celu-
lar), leva a prever, no entanto, a existéncia de factores organizadores tecidulares que fixem as
suas posi¢des na arquitectura cortical, permitindo exercer a sua actividade paréacrina em localiza-
¢Oes especificas com influéncia no controle mitdtico e da esteroidogénese quer no animal intacto
quer apds estimulo proliferativo como no modelo de autotransplante (Ottenweller e Meier, 1982;

Hinson e col., 1985, 1986a; Vinson e Ho, 1998a; Vinson e col., 1998). Alguns destes factores ja
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foram previamente abordados nomeadamente a inervacdo cortical, a presenca de tecido cromafim
em territdrio cortical e a presenca de neuropeptideos com actuagdo pardcrina cortical expressos
em células cromafins e/ou nervosas (De Léan e col., 1984; Gallo-Payet e col., 1987; Rebuffat e col.,
1988; Hinson, 1990; Hinson e col., 1992; Vizi e col., 1992, 1993; Malendowicz, 1993; Bornstein e
col., 1990, 1991, 1992, 1994, 1997; Hinson e col., 1994a,b, 1996a, 1999; Toth e Hinson, 1995; Vinson
e col., 1994; Zieleniewski e Zieleniewski, 1995; Guillon e col., 1995; Hinson e Kapas, 1996; Toth e
col., 1997; Janossy e col., 1998; Szalay e col., 1998; Haidan e col., 1998; Hochol e col., 1999).
Outros factores com provavel influéncia na proliferacao e diferenciagio adrenocortical incluem
| os peptideos de origem hipofisaria, também ja mencionados. A este respeito, e para além da
ACTH e dos peptideos derivados da pro-opiomelanocortina (POMC), existem algumas referéncias,
ainda pouco clarificadas, sobre o papel da hormona libertadora de corticotrofina (CRH) no con-
trole da esteroidogénese supra-renal. De facto, desde a identificagao deste peptideo na glandula
supra-renal e sua secrecao em resposta a estimulacao do nervo esplancnico (Hashimoto e col.,
1984; Bruhn e col., 1987; Minamino e col., 1988; Edwards e Jones, 1988; Oers e col., 1992), varios
trabalhos tém referido uma potencial importancia desta hormona na indugdo da libertagdo de
ACTH pelas células medulares (Jones e Edwards, 1990; Andreis e col., 1992; Mazzocchi e col.,
1997a), introduzindo o conceito de um sistema CRH-ACTH intramedular provavelmente sujeito a
regulacdo nervosa (Andreis e col., 1991b; Jones e Edwards, 1992; Markowska e col., 1993), e
condicionando um mecanismo de regulagao paracrina cortical (Gallo-Payet e col., 1987; Hinson,
1990; Bornstein e col., 1990, 1991), com influéncia nos mecanismos da esteroidogénese, nomea-
damente na via glicocorticdide. De acordo com estes factos, a auséncia de tecido medular nos
enxertos adrenocorticais provavelmente condicionara uma diminui¢do da actividade
esteroidogénica tal como previamente sugerido por Belloni e col. (1990) e Andreis e col. (1992),
justificando parcialmente as baixas concentragdes de corticosterona verificadas neste modelo.
Ainda dentro destes factores, com provavel importancia reguladora paracrina adrenocortical,

devem ser incluidos os elementos do sistema vascular, nomeadamente a endotelina-1 (Hinson e

152



Pedro Vendeira

col., 1986b; Vane e col., 1990; Rosolowsky e Campbell, 1990, 1994; Rubin e Levin, 1994; Hinson e
Kapas, 1998; Rosolowsky e col., 1999), o sistema renina-angiotensina local (Mulrow, 1989, 1992;
Kon e col., 1990; Gupta e col., 1992; Wang e col., 1992; Sander e col., 1994; Rocco e col., 1994;
Vinson e col., 1995, 1996; McEwan e col., 1996; Vinson e Ho, 1998b; Vinson e col., 1998), e o 6xido
nitrico (Afework e col., 1992; Breslow e col., 1993; Cameron e Hinson, 1993; Hinson e col., 1996b).
Em relacdo ao papel deste Gltimo, a presenca da enzima sintase do 6xido nitrico ja foi demonstra-
da na glandula supra-renal quer a nivel cortical, quer a nivel medular, e o seu papel como agente
vasodilatador local sugere uma potencial ac¢do a nivel da esteroidogénese, a semelhanca dos
-efeitos vasculares observados apds administragao de ACTH (Maier e Staehlin, 1968; Tait e col.,
1987).
Da mesma forma, o sistema renina-angiotensina local esta hoje reconhecido como mediador na
resposta da zona glomerulosa a fendmenos de estimulagdo crénica, e o seu papel na regulacao
autdcrina da sintese de mineralocorticoides deve ser considerado, dado o evidente aumento de
CYP11B2 na zona glomerulosa apds estimulacdo deste sistema em animais transgénicos exibindo
o gene codificador da renina predominantemente na glandula supra-renal (Sander e col., 1994).
No entanto, tal como em relacio ao dxido nitrico, o seu papel nos fenémenos de regeneragao e
diferenciacdo pds-autotransplante permanecem por estudar.
Os factores de crescimento, nomeadamente o FGF-2 e o IGF-l merecem um relevo especial dada a
possibilidade de se comportarem como amplificadores paracrinos, condicionando a actuagao

destes factores morfogénicos (Vinson e Ho, 1998a).
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2. Endotelina-1 e factores de crescimento (FGF-2 e IGF-)

Neste tipo de estudos, a importancia do reconhecimento e localizacdo perfeita das zonas do
cortex supra-renal regenerado foi atentamente considerada, dado que a zonagdo cortical
“morfolégica evidenciada apresenta, na maior parte das vezes, limites pouco nitidos, e, de facto, a
migracao celular observada em modelos de proliferacao glandular adrenocortical acompanha-se
de alteracdes morfoldgicas (Zajicek e col., 1986), que nao reflectem necessariamente a sua
especificidade funcional (Tangalakis e col., 1989; Ganguly, 1991).
Assim, estudamos as supra-renais intactas e autotransplantadas por microscopia dptica, em cor-
tes sujeitos a coloracdo simples pela hemateina/eosina e em cortes submetidos a técnica de
imunohistoquimica amplificada pelo método ABC. Esta foi efectuada pela necessidade de adop-
tar um método com maior capacidade discriminatdria na andlise de alteracdes celulares discre-
tas, importantes nos estudos experimentais de regenera¢do adrenocortical. Utilizimos um
anticorpo monoclonal - IZAb - que reage com um antigénio detectado somente na zona supra-
renal interna (zona fasciculada + zona reticular), evidenciando uma zona desprovida de

imunomarcacdo - zona glomerulosa (Laird e col., 1988; Barker e col., 1992; Ho e col., 1994).

A administracdo aguda de endotelina-1 utilizando a veia jugular (Renaud, 1969), em animais
autotransplantados, revelou uma zona de tipo glomerulosa, morfologicamente bem evidente, de
acordo com a marcagdo por IZAb, mas sem expressdo significativa em estudos de microscopia de
luz classica (trabalho 3). Este facto ndo se observou nos grupos controlo, nem nos grupos
autotransplantados mas desprovidos de estimulagao. Paralelamente, observou-se um nitido e

significativo aumento das concentra¢des plasmaticas de aldosterona e corticosterona (trabalhos
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2 e 3). Malendowicz e col. (1997), utilizando como modelo de regeneracdo a enucleagdo glandular,
confirmaram o efeito estimulador da endotelina-1 na actividade esteroidogénica adrenocortical, e
referiram ainda um aumento do indice mitético ap6s administracio deste peptideo, sugerindo um
efeito combinado na proliferacdo celular e na capacidade secretora, funcdes estas inevitavelmente
presentes na historia natural do tecido adrenocortical submetido a estimulo regenerador (Nussdorfer,
1986). Estes resultados, obtidos apés a administragdo de um peptideo segregado por células
endoteliais (Yanagisawa e col., 1988), e com receptores bem caracterizados na zona glomerulosa
supra-renal do rato e do homem (Davenport e col., 1989; Koseki e col., 1989; Kohzuki e col., 1989,
- 1991; Gomez-Sanchez e col., 1990; Belloni e col., 1994, 1996, 1997; Kapas e col., 1996; Rossi e
col., 1997; Mazzocchi e col., 1996b, 1997b; Pecci e col., 1998; Rebuffat e col., 1999, 2000), apoiam
a hipotese de que os factores locais constituem agentes preponderantes na inducio e manuten-
¢do de uma zona glomerulosa funcional. De acordo com Masaki (1993) e Nussdorfer e col. (1999),
a endotelina-1 € um factor importante na regulacdo local da producio de catecolaminas e
esterdides na glandula supra-renal, e a esta hipdtese ndo € alheio o facto de este peptideo esti-
mular a secrecdo de aldosterona (Cozza e col., 1989; Morishita e col., 1989; Delarue e col., 1990:
Rosolowsky e Campbell, 1990; Woodcock e col., 1990a,b; Mazzocchi e col., 1990a; Hinson e col.,
1991a,b,c; Takuwa, 1993; Nussdorfer e col., 1997), promover o crescimento volumétrico da zona
glomerulosa e respectivas células glandulares (Mazzocchi e col., 1990b), e ainda de exercer um
forte efeito proliferativo in vivo da zona glomerulosa por um mecanismo provavelmente similar
a angiotensina Il (Mazzocchi e col., 1992, 1997b; Nussdorfer e col., 1997). Os seus efeitos estio
provavelmente envolvidos na regulacdo funcional desta zona, ndo esquecendo todavia que a
estimulagdo com ACTH desencadeia um processo de vasodilatagao adrenocortical (Maier e Staehlin,
1968) e promove um aumento da secregdo de corticosterona (Nussdorfer e col., 1978; Nussdorfer,
1986; Tait e col., 1987), verificando-se simultaneamente um aumento de endotelina imuno-reactiva
na veia supra-renal, o que permite sugerir um papel modulador deste peptideo na resposta

adrenocortical a estimulagao com ACTH (Hinson e col., 1991a,¢; Mazzocchi e col., 1998).
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Esta hipdtese constitui suporte para os nossos achados no que diz respeito a0 aumento das con-
centracdes plasmaticas de corticosterona apés estimulagdo com endotelina-1.
No entanto, a possibilidade da estimulacdo de células adrenocorticais transicionais no que diz
respeito ao fenotipo glomerulosa/fasciculada, pela administracdo de endotelina-1, deve tam bém
ser considerada. De facto, este tipo celular é descrito no animal intacto, ocupando habitualmente
o lugar da denominada zona de transicdo (Cater e Lever, 1954; Gomez-Sanchez e col., 1988).
Segundo Mitani e col. (1994, 1999), trata-se de uma zona inerte do ponto de vista esteroidogénico
dada a auséncia de CYP11B2 e CYP11B1. No entanto, a sua condi¢ao posicional a nivel da arqui-
-tectura adrenocortical implica provavelmente um maior dinamismo zonal, e portanto uma

maior sensibilidade a factores reguladores locais, incluindo a endotelina-1.

A administracao crénica de factores de crescimento (IGF-1 e FGF-2), efectuada por via peritoneal e
dependente da actividade de minibombas osméticas (trabalho 4), mostrou dados relevantes no
estudo da diferenciacdo adrenocortical pés-autotransplante. De facto, a utilizacao de FGF-2 pare-
ce reproduzir as accdes da ACTH no animal intacto dada a deficiente capacidade funcional obser-
vada a nivel da zona glomerulosa, expressa, por um lado, pela excessiva imunomarcagdo pelo
IZAb e, por outro lado, pela diminui¢do muito significativa das concentragoes plasmaticas de
aldosterona, sem alteracao da corticosterona. Contudo, a administragdo de IGF-I revelou uma
expressdo acentuada do fenétipo secretor tipo glomerulosa e uma diminuigdo do tipo fasciculada/
reticular, possivelmente simulando a acgdo observada apos administracdo de angiotensina-Il ou
a restricio de sédio na dieta. Estes resultados foram traduzidos pelo aumento significativo das
concentracdes plasmaticas de aldosterona e pela diminuicao da corticosterona, bem como pela
exibicdo de uma zona subcapsular tipo glomerulosa desprovida de imunomarcac¢ao pelo 1ZAb.

Como ja foi sugerido, o papel destes dois factores pode ser analisado tendo em vista um efeito
regulador a nivel paracrino, amplificando a acgao de outros sistemas envolvidos na proliferagao

e/ou diferenciacdo adrenocortical (LAllemand e col., 1996; Ho e Vinson, 1997; Vinson e Ho, 1998a;
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Le Roy e col., 2000). De facto, e de acordo com Ho e Vinson (1995), a administracao de ACTH e a
restricdo de s6dio activam a expressdo genética de FGF-2 e IGF-1 na zona glomerulosa, fornecendo
suporte a esta hipdtese. Em 1991, Mesiano e col. estudando a glandula supra-renal fetal, j3
haviam admitido que a ac¢do do FGF-2 seria mediada pela ACTH, e, do mesmo modo, Penhoat e
col. (1989) e Pham-Huu-Trung e col. (1991) sugeriram um papel do IGF-I na estimulac3o da dife-
renciacdo adrenocortical apds administracdo de ACTH ou angiotensina-Il. Esta ac¢o local é apoi-
ada por diversos estudos demonstrando a presenca de receptores especificos para estes factores
no tecido adrenocortical (Penhoat e col., 1988; Shigematsu e col., 1989; Arafah, 1991; Jaye e col.,

| 1992; Basile e Holzwarth, 1993, 1994; Weber e col., 1995, 1997).

A importancia da investigacdo destes dois factores decorre do facto de numerosos dados experi-
mentais suportarem uma ac¢do importante no crescimento e regulagio de diversos sistemas
bioldgicos (Goustin e col., 1986; Han e col., 1987; Grothe e Unsicker, 1989; Roith, 1997: Bikfalvi e
col., 1997; Ray e Melmed, 1997), e dai, a sua fungdo mitogénica e de regulacio da esteroidogénese
a nivel do cortex supra-renal dever ser considerada, tal como foi ja previamente referido
(Gospodarowicz e col., 1977; Naaman e col., 1989; Bergh e col., 1991; Mesiano e col., 1993; Viard
e col., 1993; Penhoat e col., 1994; Weber e col., 1997).

Neste contexto, o estudo das alteragdes induzidas pela administracdo destes factores, em mode-
los de regeneracao e diferenciagdo adrenocortical, necessita de uma investigacao mais aprofun-
dada. Os resultados por nés observados, juntamente com os dados de Jackson e col. (1991), que
referiram a secrecao de IGF-I por células adrenocorticais em situacao de proliferacio induzida
por supra-renalectomia unilateral ou enucleagao, sugerem um papel relevante do IGF-I nestes
modelos de regeneracdo adrenocortical, tal como ja observado em modelos de regeneracio re-
nal compensatoria, angiogénese e regeneragao muscular (Stiles e col., 1985; Lajara e col., 1989:

Hansson e col., 1989; Sommerland e col., 1989).
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3. Perspectivas

De acordo com Viard e col. (1993, 1994) e Vinson e Ho (1998a), a importancia dos factores de
crescimento nio se limita, no entanto, a amplificagao de sinais morfogénicos, mas também a
‘regulacdo de factores de transcrigao, conduzindo desta forma a expansdo de proto-oncogenes
localizados a nivel adrenocortical com influéncia na sua capacidade proliferativa e esteroidogénica.
De facto, a administracio de ACTH leva a um aumento da expressdo das fosfoproteinas codifica-
das pelos proto-oncogenes c-fos e c-jun no tecido adrenocortical (Yang e col., 1989, 1990; Koistinaho
e col., 1990; Ohno e col., 1992; Lehoux e Ducharme, 1995). Estes achados revestem-se de particu-
lar interesse dado que no modelo de autotransplante existe sistematicamente um aumento das
concentragdes plasmaticas de ACTH, cujas repercussoes fisiologicas a [uz dos sistemas regulado-
res mencionados devem ser criteriosamente estudadas. Assim, a determinagao imunohistoquimica
das proteinas expressas por estes proto-oncogenes devem ser pesquisadas nos modelos de rege-
neracdo, quer em condigdes basais, comparando com o animal intacto, quer em situagdes de
estimulacdo com factores de crescimento, com vista & obten¢ao de um eventual padrdo de ex-
pressdo dos proto-oncogenes, relacionado com diferentes estados morfofuncionais observados

nas sucessivas etapas da proliferacio e diferenciacdo adrenocortical.

Na mesma linha de investigacdo, o estudo da expressao da CYP11B2 e da CYP11B1 por métodos
imunohistoquimicos, bem como a hibridizacao in situ de algumas destas enzimas CYP, tém vindo
a revelar-se como dois excelentes métodos de avaliagao do desenvolvimento do tecido

adrenocortical, bem como da localizagdo preferencial destas actividades enzimaticas, permitin-
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do simultaneamente um estudo funcional glandular e uma capacidade discriminatéria mais pre-
cisa da zonacao morfofuncional (Chou e col., 1991; Sasano, 1992; Mitani e col., 1997). LeHoux e
col. (1995), para além da localizacao de CYP11B2 na zona glomerulosa, demonstraram a expres-
sao desta enzima nas membranas mitocondriais por imunohistoquimica ultrastrutural utilizan-
do o ouro coloidal, o que permitiu um estudo enzimatico preciso e uma vigilancia da expressdo
de CYP11B2 apos estimulagdo com angiotensina Il ou restricao de sédio na dieta. Esta Gltima
situacdo permitiu a estes autores observarem um significativo aumento da imunomarcacgao para
esta enzima nesta situacdo experimental. Em 1991, Miiller e col., em estudos utilizando Western
.biotting, verificaram que a estimulagdo pela ACTH induzia uma diminui¢do da expressdo de
CYP11B2, compativel com os processos de “fascicularizacdo” celular ja previamente referidos e
que sao sobreponiveis com os estudos biogquimicos, morfoldgicos, imunohistoquimicos, e de
hibridizagdo in situ em microscopia de luz e electrdnica, apds a estimulagdo com este peptideo
(Gomez-Sanchez, 1985; Hornsby, 1987; Abayasekara e col., 1989; Ho e Vinson, 1993; Mitani e col.,
1996). Belloni e col. (1989) efectuaram uma descricdo cuidadosa sobre as alteragdes verificadas
nas glandulas adrenocorticais acessorias apds supra-renalectomia bilateral e confirmaram estes
achados, verificando concentracdes de aldosterona plasmatica muito diminuidas paralelamente
com concentracoes de corticosterona progressivamente crescentes, e uma “fascicularizacdo” ce-
lular ultrastrutural. E de salientar, no entanto, que para além das concentragbes elevadas de
ACTH que se evidenciam neste procedimento, € necessario ter em conta que as glandulas supra-
renais acessorias sao desprovidas de tecido medular, o que permite afirmar mais uma vez que o
tecido medular supra-renal exerce um controle paracrino sobre a fun¢do da zona glomerulosa,
tal como previamente discutido.

Estas observacoes permitem colocar sérias reservas quanto ao valor da zonagao cortical estudada

em microscopia Optica classica.
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A presenca de um processo de “fascicularizagdo” celular deve também ser contemplada no mo-
delo de autotransplante, dado que os nossos estudos imuncohistoquimicos e de microscopia elec-
tronica sobre a diferenciacdo do enxerto, permitem demonstrar que no tecido adrenocortical
regenerado o tipo celular mais abundante apresenta caracteristicas ultrastruturais de actividade
esteroidogénica, nomeadamente a abundancia de reticulo endoplasmatico liso, goticulas lipidicas
e mitocdndrias com cristas vesiculares tipicas da zona fasciculada, observando-se imunomarca¢io
pelo IZAb na quase totalidade do enxerto (trabalhos 2, 3 e 4). Mitani e col. (1995), utilizando o
modelo de enucleacdo bilateral, demonstraram a presenga imunohistoquimica das enzimas
-CYP1‘IBZ e CYP11B1 no tecido adrenocortical regenerado com expressao global semelhante a
obtida por nés com o 1ZAb, traduzindo uma massa de tecido adrenocortical regenerado cons-
tituido fundamentalmente por células glandulares com caracteristicas de tipo fasciculada e ex-
pressando fundamentalmente CYP11B1. Teebken e Scheumann (2000) efectuaram o transplante
de células glomerulosas previamente submetidas ou ndo a cultura, na regido subcapsular renal
do rato. Estes autores obtiveram resultados que sugerem a teoria da migracao celular como a
explicacdo mais adequada aos mecanismos de zonac¢do adrenocortical, e defendem que as célu-
las glomerulosas adquirem o fendtipo da zona fasciculada durante a migracao centripeta.
E importante salientar que os estudos classicos de microscopia de luz, no nosso modelo, ndo
permitem concluir, com seguranca, sobre a diferenciacao dos tipos celulares dadas as altera¢bes
zonais evidenciadas. Desta forma, a localizacao de CYP11B2 revela-se um objectivo importante
neste modelo, dada a dificuldade observada quer a nivel morfoldgico quer bioquimico, traduzida
por concentracdes deficitarias de aldosterona plasmatica bem como a distor¢do zonal a nivel da
regido subcapsular sem exibicdo de uma verdadeira zona glomerulosa desprovida de imunomar-

cacao pelo IZAb (trabalhos 3 e 4).
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0 autotransplante da glandula supra-renal do rato permite evidenciar os fendmenos de regene-
racao e diferenciacdo do tecido adrenocortical, na auséncia de tecido medular. Este modelo en-
volve a colocagdo de fragmentos da gldndula no plano entre a pele e masculo da regido dorsal,
com base num procedimento tecnicamente simples e de facil reproduc3o, proporcionando um
excelente método para o estudo da arquitectura e fun¢do adrenocorticais.

Utilizando estudos morfoldgicos, bioquimicos, autorradiograficos e imunohistoquimicos, obtive-

mos dados na tentativa de esclarecer alguns destes achados ap6s o autotransplante.

Foi efectuada a analise dos enxertos adrenocorticais desde o inicio dos fenémenos proliferativos
até a regeneragdo completa. Os estudos em microscopia de luz e electronica permitiram observar

as alteracdes evidenciadas nas células glandulares assim como no tecido conjuntivo envolvente.

Estudos autorradiograficos utilizando *H-timidina mostraram uma expressdo preponderante nas
células glandulares subcapsulares. Foram ainda efectuados doseamentos hormonais plasmaticos

de aldosterona e corticosterona, bem como a actividade da renina.

A endotelina-1, peptideo de origem vascular, tem vindo a revelar-se como factor relevante nos
processos de diferenciacao celular, e o seu papel na estimulagdo da secre¢do de aldosterona no
rato ja foi demonstrado. O seu estudo como factor regulador local na estrutura e funcio da zona
glomerulosa mereceu especial atengado no tecido adrenocortical autotransplantado. Uma vez que
os estudos morfoldgicos utilizando a microscopia dptica convencional revelam dificuldades na

correcta identificacdo dos tipos celulares adrenocorticais regenerados, utilizimos um método
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com maior poder descriminativo para melhorar a analise das alteragdes celulares observadas.
IZAb, um anticorpo monoclonal que reage com um antigénio (IZAg), localizado apenas na zona

supra-renal interna, permitiu efectuar estudos imunohistoquimicos interessando a expressdo zonal.

Da mesma forma, a fim de evidenciar um possivel efeito de alguns factores de crescimento na
diferenciacdo adrenocortical apés o autotransplante de glandula supra-renal, efectuamos estu-
dos imunohistoquimicos, ultrastruturais e bioquimicos apés a administracao do factor basico de
crescimento fibroblastico (bFGF, FGF-2) e do factor de crescimento de tipo insulinico | (IGF-I),

factores com actividade comprovada na proliferagdo celular e esteroidogénese adrenocortical.

Estes estudos possibilitam uma eventual contribuicdo para o esclarecimento da regulacdo local
do tecido adrenocortical regenerado ap6s autotransplante, incluindo os mecanismos da zonagao

morfolégica bem como o potencial esteroidogénico da célula glandular adrenocortical.
Os resultados permitiram concluir que:

1. 0 autotransplante da glandula supra-renal do rato permite a obtencdo de uma massa de
tecido adrenocortical regenerado com viabilidade morfoldgica e funcional, e a sobrevivén-

cia do animal na auséncia de corticoterapia de substituicao.

2, Este procedimento no rato constitui um modelo de facil execucao, tecnicamente simples e
reprodutivel, possibilitando o estudo dos mecanismos de proliferacao e diferenciacao glan-

dular adrenocortical, na auséncia de tecido medular supra-renal.
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A regeneracido do tecido adrenocortical autotransplantado traduz-se em fendmenos
proliferativos precoces com origem na periferia do enxerto, e de provavel responsabilidade
do escasso tecido glandular subcapsular.

Aos 90 dias apés o autotransplante, o tecido adrenocortical regenerado exibe uma capaci-
dade funcional inferior aos grupos controlo, ndo so na vertente glicocorticéide mas eviden-

ciando, sobretudo, uma deficiente expressdo bioguimica de hormonas mineralocorticdides.

Dada a importancia da regulacdo paracrina evidenciada pela inervagdo e tecido medular na
glandula supra-renal intacta, a aparente auséncia de ambos no autotransplante assume-se

como uma das principais causas das altera¢ges morfofuncionais e zonais evidenciadas.

0s estudos imunohistoquimicos com 1ZAb permitem a distrinca de dois grupos celulares
distintos no autotransplante tal como nos animais controlo, pelo que este anticorpo cons-

titui um marcador para a identificagdo inequivoca dos tipos celulares adrenocorticais.

0 1ZAb reconhece um factor de localizacdo especifica (zona fasciculada + zona reticular),

pelo que pode ser utilizado em estudos de zonagdo adrenocortical.

A administracdo aguda de endotelina-1 permite evidenciar uma estimulagao da capacida-
de funcional da zona subcapsular de tipo glomerulosa, sugerindo uma ac¢ao moduladora

local na regulagao morfofisiolégica desta zona.

A administracio de IGF-1 revelou uma expressdo acentuada do fendtipo secretor tipo
glomerulosa. O seu reconhecido efeito amplificador sugere uma importante ac¢ao como

mediador local secundario, com responsabilidade atribuida na diferenciacao desta zona.
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10.

11.

12.

0 FGF-2 reproduz as accdes da ACTH no animal intacto, evidenciando um processo de
“fascicularizacao” celular, tal como observado no autotransplante nao estimulado. De acor-
do com as suas caracteristicas funcionais, é de prever uma accao mais relevante nos proces-
sos de angiogénese que ocorrem durante a neovascularizacdo nas fases precoces de regene-

racdo do enxerto.

A zonacao funcional nem sempre acompanha a zona¢do morfolégica. De facto, é a diferen-
ciagao funcional entre os distintos tipos celulares adrenocorticais que possui importancia

biolégica, nomeadamente a nivel da esteroidogénese.

Os resultados apresentados suportam a ideia de que todas as células das diferentes zonas
do cértex supra-renal pertencem ao mesmo tipo, exibindo caracteristicas morfolégicas e
funcionais temporarias de acordo com a sua localizacao cortical, isto é, de acordo com o

seu estado de diferenciacdo.
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Rat adrenal gland autotransplantation provides the regeneration and differentiation of
adrenocortical tissue, in the absence of adrenal medullary cells. This model involves the placement
of pieces of the adrenal gland in a dorsal plane between the skin and the muscle, and stands as a
technically simple procedure, easy to reproduce method for the study of adrenocortical arquitecture
and function.

Morphological, biochemical, autoradiographic and immunohistochemical data were obtained in

order to understand these events after autotransplantation.

We examined the grafts since the early steps of proliferation until full regeneration was
accomplished. Light and electron micrbscopic studies showed the changes in glandular cells as
well as in the connective tissue, the labelling with *H-thymidine showed a preponderant expression
in subcapsular glandular cells, and plasma concentrations of corticosterone and aldosterone as

well as renin activity were assayed.

A vascular product, endothelin-1 has been shown to have a role in cellular differentiation and to
stimulate aldosterone secretion in rats. We examined the role of this peptide as a local regulatory
factor in the structure and function of glomerulosa zone in autotransplanted adrenocortical tissue.
In morphological studies with conventional light microscopy it is very difficult to clearly identify
regenerated adrenocortical cell types, therefore a more discriminatory method was used for the
analysis of the finest cellular alterations. 1ZAb, a specific antibody, which labels the antigen 1ZAg

found only in the adrenal inner zone was used for immunohistochemical studies.
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Also, to study the possible involvement of some growth factors, namely basic fibroblast growth

factor (FGF-2) and insulin-like growth factor | (IGF-I), in adrenocortical cell differentiation,

immunohistochemical, ultrastructural and biochemical studies were carried out on adrenal

autotransplants.

These studies provide a possible contribution to the understanding of the local regulation of

adrenocortical regenerated tissue, including the mechanisms of adrenocortical morphological

zonation as well as the steroidogenic potencial of adrenocortical cells.

The following conclusions were drawn:

Rat adrenal gland autotransplantation provides the obtention of a regenerated
adrenocortical mass that detains functional and morphological viability, leeding to the

survival of the animal without daily steroid replacement.

In the rat, this procedure stands as a technically simple method, easy to reproduce model,
that permits the study of the adrenocortical mechanisms of proliferation and differentiation,

in the absence of adrenal medullary tissue.

Regeneration of autotransplanted adrenocortical tissue represents a sequence of precocious
proliferative phenomena that take place at the graft’s periphery, probably proceeding from

subcapsular glandular cells.

90 days after autotransplantation, regenerated adrenocortical tissue exhibits a functional
capacity that is inferior to the control groups, not only at the glicocorticoid level, but also

and more significant, a deficient biochemical expression of mineralocorticoid hormones.
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7.

10.

According to the importance of paracrine regulation as depicted by the presence of nerves
and medullary tissue in the intact adrenal, the absence of both structures in the graft stand
as one of the most important reasons for the observed changes in adrenocortical

morphophysiology and zonal arquitecture.

Immunohistochemical studies with 1ZAb showed the presence of two distinct cell groups in
adrenal autotransplants, as well as in the control animals, therefore this antibody provides

a specific marker for unequivocal identification of adrenal cell types.

IZAb recognizes a local-specific factor (fasciculata zone + reticularis zone), therefore it may

be used to monitor adrenocortical zonation.

The acute administration of endothelin-1 leeds to the stimulation of the functional capacity
of the subcapsular glomerulosa-like zone, suggesting a local modulator role in the

morphophysiologic regulation of this zone.

The 1GF-1 administration showed an enhancement of the glomerulosa secreting phenotype.
Its recognized amplifying effect suggests an important role as a secondary local mediator,

with a preponderant action in zona glomerulosa differentiation.

FGE-2 administration replicates the actions of ACTH in the intact animal, exhibiting a process
of cellular “fascicularization”, as previously observed in the non-stimulated adrenal graft.
According to its functional characteristics, a more relevant role is expected, concerning the
angiogenic process thay occurs during the neovascularization processes, specially in the

early start of adrenocortical regeneration.
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11.

12,

Functional zonation does not always parallel morphological zonation. In fact, it is the
functional differentiation between the distinct adrenocortical cellular types that retains

the biological importance, specially concerning the steroidogenic processes.

These data support the hypothesis that all the cells from different adrenocortical zones
share the same type, exhibiting temporary morphological and functional characteristics

according to their cortical localization, that is to say, according to their differentiation status.
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