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O estudo da inactivacio de aminas simpaticomiméticas constitui
uma linha de investigacdo ja com relevantes tradicoes no Laboratorio
de Farmacologia da Faculdade de Medicina do Porto. Durante muito
tempo a falta de meios confinou estes estudos a inactivacao de aminas
de origem exdgena. Mais recentemente, porém, a aquisicdo de apare-
lhos adequados e as maiores disponibilidades materiais e humanas
tornaram possivel alargar os mesmos estudos ao mediador libertado
directamente pelas terminagdes nervosas em condicoes bastante proxi-
mas das fisiolégicas. Este trabalho resulta da conjugacao dessas possi-
bilidades.

Incluem-se nesta dissertacio muitos resultados ja publicados
ou em vias disso, nomeadamente os que fazem parte das publicacoes
seguintes:

— Brandio, F. and Guimaries, S. — Inactivation of endogenous
noradrenaline released by electrical stimulation in vitre of dog
saphenous vein. Blood Vessels, 11: 45-54 (1974).

— Brandio, F.— A comparative study of the role played by
some inactivation pathways in the disposition of the trans-
mitter in the rabbit aorta and saphenous vein of the dog.
Blood Vessels, 13: 309-318 (1976).

— Brandao, F.— Inactivation of norepinephrine in an isolated
vein. J. Pharmacol. exp. Ther. 203: 23-29 (1977).

— Branddo, F., Paiva, M.Q. and Guimardes, S.— The role of
neuronal and extraneuronal enzymatic systems in the meta-
bolism of noradrenaline and adrenaline released from nerve
terminals by electrical stimulation. Naunyn-Schmiedeberg’s
Arch. Pharmacol. (em publicacio).
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INTRODUCAO

O conceito de mediacdo quimica na transmissio neuro-efectora
foi proposto por Elliot em 1905, dadas as semelhancas das respostas
a adrenalina e & estimulagdo simpética. Esta no¢io da mediacio qui-
mica foi depois generalizada ao para-simpatico por Dixon em 1906,
dado que a muscarina mimetizava a resposta & estimulacio vagal.
Apesar da noradrenalina (NA) e da acetilcolina haverem sido sin-
tetizadas respectivamente por Stolz em 1904 e por Ewins em 1914,
estas substincias ndo foram imediatamente reconhecidas como fazendo
parte natural dos tecidos. Durante varios anos, as diferencas entre as
respostas a4 adrenalina e & estimulacdo simpética e entre os efeitos
da muscarina e da estimulagio para-simpética, obscureceram a natu-
reza quimica da transmissdo neuro-efectora. Em 1921, Loewi demons-
trou a libertacio de mediadores quimicos no coragdo perfundido de
Ra. A substancia com efeito inibidor libertada pela estimulacio vagal
comportava-se como a acetilcolina; a substancia com accio acelera-
dora libertada por estimulagio simpética comportava-se como a adre-
nalina. Embora ja em 1910, Barger & Dale chamassem a atenciao
para o facto da NA mimetizar melhor a resposta & estimulacio
simpatica que a adrenalina, a no¢ido de que a NA é nos mamiferos
o verdadeiro mediador simpatico sé se veio a estabelecer nos fins
da década de 1940, quando von Euler (1946) mostrou a existéncia
de NA nos nervos simpaticos e Peart (1949) demonstrou a libertacio
desta amina por estimulacio nervosa.

A partir da descoberta do mediador simpéitico, verificaram-se
rapidos progressos no dominio da sua inactivagdo. Desde 1937
(Blaschko, et al., 1937 a e b) sabia-se que a adrenalina e a NA eram
inactivadas pela monoamina oxidase (MAO), e desde entio admitia-se
a hipé6tese da inactivagdo do mediador simpatico se fazer por desami-
nacio. Burn (1952) e Burn & Robinson (1952), propuseram que o
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papel da MAO na inactivagio do mediador simpético era sobreponivel
ac da acetilcolinestérase na inactivagio do mediador colinérgico. Esta
proposta baseava-se no facto das preparacdes desnervadas serem
muito sensiveis & NA e no de possuirem uma actividade desaminativa
muito reduzida. Com a descoberta dos inibidores da MAQO (Zeller et al.,
1952), logo se verificou que a inibi¢cdo desta enzima nio provocava
aumento significativo das respostas 4 NA (Burn et al, 1954;
Furchgott, 1955; Baltzer & Holtz, 1956) ao contrario do que se veri-
ficava com a inibicAo da acetilcolinestérase sobre os efeitos da acetil-
colina. Nio se confirmaram portanto as propostas de Burn (1952)
e de Burn & Robinson (1952). Também se o0 mediador simpatico fosse
fundamentalmente inactivado pela MAO, era de esperar que a inibicdo
desta enzima causasse um aumento do efluxo do mediador libertado
pela estimulacdo nervosa, facto que se ndo verificou com a estimula-
cido do nervo esplénico (Brown & Gillespie, 1957). Mesmo com a des-
coberta da catecol-O-metiltransferase (COMT) por Armstrong et al.,
(1957) e Axelrod (1957), continuava a ndo haver explicacio para a
fugacidade da resposta a estimulagio simpatica. A partir sobretudo
de 1959, e com os trabalhos de MacMillan (1959) e de Trendelenburg
(1959), comecaram a aparecer indicios de que a inactivacio do media-
dor simpatico se fazia sobretudo por mecanismos nido enzimaticos.
Foi porém Paton (1960), que sugeriu pela primeira vez a hipotese
de o mediador simpatico poder ser inactivado por captacdo pelos
nervos simpaticos. Esta hipétese foi rapidamente confirmada por
Hertting et al., (1961) e Hertting & Axelrad (1961). Estes inves-
tigadores mostraram que os Orgios incubados com NA-*H podiam
reter a amina por longos periodos, e que esta capacidade de fixacio
desaparecia com a destruicio dos nervos simpaticos. Além disso, parte
da NA-*H fixada em Orgaos inervados pelo simpatico, podia ser liber-
tada pela estimulacdo simpatica. A partir de entdo estava demons-
trada a existéncia da captagio neuronal da NA, passando a conside-
rar-se este mecanismo como o mais importante na remocdo da amina
do espaco extra-celular. O trabalho de Haefely et al. (1964), mostrava
que a inibicdo da captacio neuronal pela cocaina sensibilizava intensa-
mente a' membrana nictitante & estimulagio simpética, calculando-se
que nesta preparacido mais de 90 9%, do mediador libertado era inacti-
vado por captacdo neuronal. Em estudos realizados em Orgéos isola-
dos e em que se doseou o efluxo do mediador libertado por estimu-
lacdo simpética, a cocaina também aumentava o efluxo do mediador
(Hukovic & Muscholl, 1962; Thoenen et al., 1964).
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Subsistiam ainda alguns problemas. Por exemplo, quando se
administrava NA-*H a animais de experiéncia, a perda de °*H pela
urina fazia-se de forma multifasica (Axelrod et al, 1961). Quando
se perfundiam o6rgfos previamente incubados com NA-*H, verifica-
va-se também uma queda multifasica do efluxo de *H (Kopin et al.,
1962). Era pois evidente a existéncia de varias formas de ligacio da
NA aos tecidos. Além disso, embora a desnervacgio simpatica produ-
zisse uma marcada reducéo da captacido de NA pelos tecidos, subsistia
ainda alguma captacio (Stromblad & Nickerson, 1961). Era pois
admissivel a existéncia dum outro tipo de captacio da NA pelos tecidos,
além da ja referida captacgio neuronal. Foi Iversen (1965), que distin-
guiu claramente e, pela primeira vez, dois tipos de captagio, designan-
do-os por captacdo 1 e 2 e que posteriormente se veio a verificar corres-
ponderem respectivamente 4 captacio neuronal e extra-neuronal (ver
revisdo de Iversen, 1971). Os estudos de cinética da captacio, reali-
zados em coracdes de Rato perfundidos, por Iversen e colaboradores,
permitiram caracterizar o funcionamento dos dois gistemas de capta-
cdo. A remocio extremamente rapida por captacio neuronal da NA
do espaco extra-celular e a elevada afinidade da amina para este
sistema de transporte, eram compativeis com o papel fisiolégico da
captagio neuronal na remogido do mediador libertado pela estimula-
¢do nervosa. Contudo, e ao contrario do que os estudos iniciais faziam
suspeitar, o sistema de captacdo extra-neuronal funcionava também
para todas as concentragoes de NA: para as baixas, como local de
perda (por metabolizagio pela MAO e pela COMT) e para as altas
como local de perda e de acumulagio. Assim estes resultados eram com-
pativeis com a possibilidade de o sistema de captagio extra-neuronal
também participar na inactivagio do mediador libertado por estimu-
lagdo simpética.

Hughes (1972) descreveu um método biologico para o doseamento
de pequenas quantidades de NA. Com este método, esse autor estudou
a influéneia de certos farmacos no efluxo da NA libertada por estimu-
lacio nervosa, no canal deferente e na veia porta, Tanto a cocaina
como a cortexona produziam nestas preparacbes um aumento do
efluxo do mediador (efeito que era mais marcado para a cocaina
que para a cortexona), o que indicava que ambos os sistemas de capta-
cio participavam na inactivagio da NA libertada. Como o efeito da
cocaina mais cortexona era mais pronunciado que a soma dos efeitos
individuais de cada um destes inibidores, aquele autor sugeriu a possi-
bilidade de haver um equilibrio dindmico entre a captacio neuronal
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e extra-neuronal. Segundo Hughes (1972) mais de 90 9, do mediador
libertado por estimulagdo nervosa seria inactivado pelos dois sistemas
de captagao. Também Crips & Dearnaley (1972) em bacos isolados
e perfundidos, evidenciaram a participagio da captacio neuronal e
extra-neuronal na inactivagio do mediador simpético.

Desde 1970 que Langer e colaboradores tém vindo a utilizar a
NA-°H como meio de estudar a cinética do mediador simpatico
(Langer, 1970; revisdo de Langer et al.,, 1975). Estes estudos reali-
zados ja em varias preparacdes, tém mostrado que apds a libertacio
da NA-*H, parte da amina ¢é captada pelos nervos simpaticos, e por
estruturas extra-neuronais e o resto difunde para fora das prepara-
¢Oes. A parte captada pelos terminais simpaticos é fundamentalmente
metabolizada pela MAO e pela reductase aldeidica do terminal simpé-
tico. Assim, a captacido neuronal funciona sobretudo como um meca-
nismo de inactivacio do mediador e nio como um meio de o reuti-
lizar em novas libertagdes (Langer et al., 1975). A inibi¢io da capta-
cdo neuronal aumenta a captacdo extra-neuronal da amina libertads
(Langer & Enero, 1974). A pavte captada extra-neuronalmente &
metilada pela COMT (Langer et al., 1975). Estudos mais recentes,
realizados em vasos sanguineos (Brandao, 1977; Endo et al., 1977),
sdo compativeis com a possibilidade da NA-*H libertada por estimu-
lagio nervosa poder ser metabolizada extra-neuronalmente nio s6
pela COMT mas também pela MAO.

- Os estudos de microscopia de fluorescéncia realizados a partir
de 1966 por Gillespie e colaboradores (Gillespie & Hamilton, 1966:
revisdo de Gillespie, 1976), tém mostrado em varias preparacdes que
a, NA além de se fixar nos nervos simpéaticos e nas fibras musculares,
se fixa, também, em «receptores silenciosos» (principalmente cola-
génio e elastina). Esta ligacio da NA aos «receptores silenciososs,
poderia funcionar como mecanismo de inactivacio da amina. Com
base nesta nocéo, Powis (1873) estudou a influéncia desta ligacio
nas respostas & NA e & estimulagio simpatica. Comecou por verificar
que as tetraciclinas inibiam a ligacdo da NA ao colagénio e 4 elastina.
A oxitetraciclina potenciava amplamente as respostas 4 NA e a esti-
mulacdo, sobretudo em preparagbes ricas em colagénio e elastina.
Acabou por sugerir que nos tecidos com alta densidade de colagénio
e elastina, a ligagdo da NA ou do mediador aquelas estruturas, poderia
ser o mecanismo mais importante de inactivacio. Infelizmente estas
conclusbes ndo se vieram a confirmar (Guimarides et al., 1975;
Kalsner, 1976).
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Referimos os mecanismos pelos quais o mediador simpatico é
removido do espago extra-celular — captacio neuronal e extra-neuro-
nal e difusio para fora do orgdo efector. Os trabalhogs realizados com
a NA-*H apoiam a nogao de que a metaboliza¢ido do mediador ocorre
ap6s a sua captacio (pelas estruturas neuronais e extra-neuronais).
Ignora-se porém o papel destes mecanismos (captacio neuronal e
extra-neuronal, difusdo e metaboliza¢ido pela MAO e pela COMT) na
terminacio da resposta & estimulagio simpatica. Por isso, neste tra-
balho, comecamos pelo estudo dos mecanismos que determinam di-
rectamente a terminagdo da resposta 4 estimulacio nervosa, Para o
efeito, adaptamos a técnica de «imersio em 6leo» de Kalsner & Nicker-
son (1968 a), para o estudo da inactivaciio do mediador simpatico
(Branddo & Guimaries, 1974). Como complemento deste trabalho,
estudamos também a metabolizacio da NA-'H libertada por estimu-
lagdo simpética de acordo com a técnica descrita por Langer & Enero
(1974). Os resultados deste trabalho foram obtidos exclusivamente
em preparacdes de veia safena de Cado. Escolheu-se esta preparacio
por duas razbes fundamentais: a) por haverem ji sido estudados
nesta preparagio os mecanismos da terminacdo da resposta & NA
exogena (Osswald et al., 1971; Guimardes et al,, 1971) ; b) por serem
bem conhecidas as relagdes existentes na veia safena de Cdo entre os
terminais simpéaticos e as fibras musculares lisas (Coimbra et al.,
1974). Havia assim a possibilidade de confrontar os resultados sobre
a inactivacido do mediador simpéatico com a inactivagio da N'A exbgena.
O conhecimento das relagdes neuro-musculares poderia ajudar-nos na
interpretagio dos resultados, dado que se admite que a distincia
neuro-muscular podera determinar a importdncia relativa de certos
mecanismos de inactivagido (Trendelenburg, 1972; Su & Bevan, 1974).
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METODOS

Introducio

As experiéncias foram feitas com a veia safena lateral de Cao.
Estudaram-se, primeiro, os mecanismos responsaveis pela terminacao
da resposta (inactivagio) i estimulacio simpAatica, e depois, o destino
(metabolizacio) do mediador libertado durante a estimulagdo. Para
o estudo da inactivacio, foi utilizada a técnica de «imersdo em oleo»
(Kalsner & Nickerson, 1968 a), adaptada ao estudo da terminacao
da resposta & estimulagio nervosa (Branddo & Guimaries, 1974). Com
esta técnica, tanto a contracgio provocada pela estimulagio como
o relaxamento observado apds a interrupcio da estimulacio, decorreu
com ag preparacOes mergulhadas em Oleo, afim de impedir a difusio
do mediador simpatico para fora das preparacoes. Nestas condicGes,
0 desaparecimento da resposta a estimulacdo, resulta da diminuicfo
progressiva da concentracido do mediador junto dos receptores. A velo-
cidade de relaxamento é portanto um indice da actividade dos meca-
nismos de inactivacio. A importincia da difusio na terminacio da
resposta, foi estudada também, comparando-se a velocidade de rela-
xamento em Oleo e em liguido nutritivo, de preparacfes previamente
contraidas pela estimulacio neryosa (Branddo, 1976). A importancia
relativa de cada uma das vias conhecidas de inactivacio, fol deter-
minada através da diminuicio da velocidade de relaxamento devido
ao blogqueio selectivo de cada uma dessas vias.

Dado que é actualmente impossivel dosear directamente a NA
endogena libertada pela estimulacio nervosa, realizamos os estudos
de metabolizacio do mediador em preparacoes de veia safena que
haviam acumulado NA-*H por incubacio prévia de tiras de veia safena
em Krebs-Henseleit contendo a referida substéneia marcada. Apds
este periodo de incubacdo (periodo de «carga»), as preparacles eram
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perfundidas com liquido nutritivo a fluxo constante. Atingido o periodo
de efluxo «estavel» de NA-*H e seus metabolitos, submeteram-se as
preparacdes a estimulacdo nervosa. Determinou-se o efluxo de NA-‘H
e seus metabolitos antes, durante e apés a estimulacio nervosa; as
determinagdes foram realizadas até que o efluxo de NA-*H e dos seus
metabolitos atingisse valores sobreponiveis aos observados antes
da estimulacio nervosa. Estudaram-se, tanto em relacio ao efluxo
espontineo como ao efluxo produzido pela estimulacio nervosa, as
modificagbes da metabolizacio da NA-*H provocada pela inibicio
especifica das vias de inactivacdo da NA conhecidas.

Para se atingirem os objectivos que acabamos de referir, foram
utilizadas varias técnicas, que passaremos a descrever em pormenor.

Preparacio de tiras de veia safena

A veia safena lateral era obtida a partir de cies de raca indeter-
minada de 7 a 16 Kg de peso, anestesiados pelo pentobarbital sédico
(30 mg/kg i.v., injectado numa das patas anteriores). Apés a remocio
de dois segmentos (um de cada lado), preparavam-se, em regra,
4 tiras a partir de cada um deles, por corte helicoidal, segundo a
técnica de Guimardes & Osswald (1969). Essas tiras tinham, aproxi-
madamente, um comprimentc de 3 a 4 ecm e uma largura de 3 a 4 mm.

Imediatamente apos a colheita, os segmentos eram colocados em
capsulas contendo solucdo de Krebs-Henseleit com a seguinte compo-
sicdo (mM em agua bidestilada): NaCl 1188; KCl 4,7; Ca Cl, 2,5;
KH,PO, 2,0; MgS0,.TH.O 1,2; NaHCO; 25,0; d-glicose 10,0; EDTA
sodico 0,03 e acido ascoérbico 0,08. Esta solugio era saturada por uma
mistura de 95 9, de O. e 5 ¢, de CO,. As tiras, obtidas e preparadas
como se referiu, eram transferidas para banhos de érgios isolados com
25 ml de capacidade, contendo, também, solucio de Krebs-Henseleit
a 37°C e oxigenada. Entre a colheita dos segmentos venosos e a colo-
cacio das tiras nos banhos decorreu um intervalo de aproximada-
mente 5 a 10 minutos.

Registo de respostas contracteis

As respostas registaram-se pelo método mecénico (inscricio em
quimégrafo), por meio de uma alavanca isoténica de inscricdo frontal
com ampliagdo variavel entre 5 e 7 vezes, ou por processo electroénico,
mediante um miégrafo isoténico (Part. N.© 91-100-73) e respectivo
sistema pré-amplificador, num poligrafo (Physiograph Four, Narco-
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-Biosystem). As preparacbes eram, em ambas as circunsténcias,
submetidas a uma tensao de 1-2 g.

Estimulacao eléctrica

Para estudar a inactivacio do mediador simpatico, recorreu-se
a estimulagdo eléctrica. Mantendo as tiras mergulhadas na solugio
de Krebs-Henseleit contida na capsula em que foi preparada (antes
de a transportar para o banho de 6rgdos isolados), prendia-se cada
uma das suas extremidades a um eléctrodo de platina. Seguidamente,
montavam-se no dispositivo para oérgios isolados e ligavam-se os
eléctrodos a um estimulador (M. Thomas Electronic Stimulator,
mod. 751) por meio de dois fios condutores bastante flexiveis. A veri-
ficacdo prévia de que a estimulagdo eléctrica nao provocava contracgio
das tiras venosas, quando estas eram incubadas em solucdo de
Krebs-Henseleit, levou a realizar a estimulacdo eléctrica com as pre-
paracles mergulhadas em Oleo mineral puro a 37°C e previamente
oxigenado.

Para a obtencdo das curvas de «estimulo-efeito», variava-se a
duracdo da estimulacio, mantendo-se constantes a frequéncia (10Hz),
a intensidade (30V) e a duracdo (2 ms) do estimulo (pulso). Sempre

_que se ndo desejavam curvas de «estimulo-efeito», mas respostas Ginicas

a um estimulo uniforme que permitissem a sua analise comparativa,
o estimulo era de 10Hz, 30 V e 2 ms, por se ter verificado que era
esse o estimulo minimo capaz de provocar ao fim de 4 a 6 minutos
de estimulagdo, respostas justa-maximas em todas as preparagdes.
Apbs uma estimulacio de 4 a 6 minutos, observava-se uma fase de
equilibrio da resposta. Uma vez atingida essa fase o estimulo era
interrompido e registava-se o tempo necessario para que a preparacio
se relaxasse 50 9, (T;). Em algumas preparactes, determinou-se,
também, o T, em Krebs-Henseleit. Para isso, findo o periodo de
estimulacfio, e atingida a fase de equilibrio da contrac¢do, substi-
tuia-se rapidamente o 6leo por solucdo de Krebs-Henseleit e deter-
minava-se o Ts,.

Estudo da inactivacio do mediador simpatico
Técnica de imersao em Oleo
Para o estudo da inactivagdo do mediador simpético usou-se uma
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adaptacdo (Branddo & Guimaries, 1974) do método da «imersio em
6leo» descrito por Kalsner & Nickerson (1968 a). Atingida a fase de
equilibrio da contraccio produzida pela estimulacio eléctrica como
Jja foi referido, interrompia-se a estimulacido e determinava-se o Ts,
em Oleo; este valor era tomado como controlo. Apobs algumas lavagens
com solucdo de Krebs-Henseleit e obtido assim o regresso da prepa-
ragdo ao nivel inicial de tono, adicionavam-se ao banho os bloquea-
dores especificos de cada uma das vias de inactivacio da NA conhe-
cidas: o U-0521 (10*M) (3’-4’-hidroxi-2-metilpropiofenona) para
a catecol-O-metiltransferase (COMT), a iproniazida (7X10-4M) para
a monoaminoxidase (MAO), a cocaina (10-°M) para a captacio neuro-
nal e a cortexona (6X10-M) para a captacio extra-neuronal. Para
estudar a influéneia exercida pelo U-0521, pela cocaina ou pela cor-
texona, estas substincias eram adicionadas & solugio de Krebs-Hen-
seleit e ai permaneciam durante um periodo de 30 minutos. Findo esse
periodo de tempo procedia-se & estimulacio. Atingido o perfodo de
equilibrio da contracgio determinava-se o Ty, Para o estudo da in-
fluéneia da MAO na inactivagio do mediador, recorreu-se a prepara-
¢Oes tratadas «in vitro» pela iproniazida. Para a inibicio da MAO
«in vitro» a iproniazida era adicionada ao banho e mantida em con-
tacto com a preparacio durante 30 minutos. Findo este periodo, fa-
ziam-se varias lavagens para a supressio do bloqueio adrenérgico alfa
(um minimo de 8) durante um periodo adicional de 30 minutos, a
seguir ao qual se procedia & estimulagio eléctrica e subsequente deter-
minacdo do T:, de modo semelhante ao referido para as outras
substdncias utilizadas. Para a determinacio do papel desempenhado
por cada uma destas vias de inactivacdo da NA, os T, apds a inibicio
da COMT, da captacdo neuronal, da MAO ou da captacio extra-
-neuronal eram comparados com os Ts, obtidos nas mesmas prepa-
ragdes, antes de qualquer tratamento (controlo). A razio entre o Ts,
obtido apds a adicdo dos inibidores (da COMT, da MAO, da captacio
neuronal e captagio extra-neuronal) e o controlo di o multiplo do
tempo controlo (MTC); o MTC transforma-se em percentagem
da capacidade de inactivacio bloqueada, utilizando a férmula:
MTC —1

TTE_XIOO (Osswald et al., 1971)

Técnica de imersio em Krebs-Henseleit

Para avaliar o papel da difusio do mediador simpético, determi-
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nou-se o Ts, com a preparacio mergulhada em Krebs-Henseleit. Obtida
a contraccio justa-méxima pela estimulacio das preparagOes mergu-
lhadas em Oleo, interrompia-se a estimulagio e simultaneamente substi-
tuia-se o 6leo por liquido nutritivo (Brandao, 1976).

O estudo da influéncia da cocaina, U-0521, cortexona ou asso-
ciacOes destes inibidores sobre o relaxamento das preparactes de veia
safena nestas condicdes, foi analisado de modo semelhante ao referido
para a técnica de imersio em Oleo, apés a obtengdo do Ts, antes
(controlo) e apds actuacdo dos referidos inibidores.

Determinacio da ED;,

Para analisar a influéncia dos diferentes firmacos ou procedi-
mentos sobre a sensibilidade & NA exdgena (adicionada ao banho},
determinava-se a ED,, desta amina, antes e depois do tratamento
cuja influéncia se desejava estudar. A determinacio da ED;, fazia-se
por interpolacao, a partir da curva de dose-efeito obtida pelo método
das adicbes ndo cumulativas (Guimardes, 1972). Para estudar as
variacoes de sensibilidade & NA endogena provocadas pelos mesmos
factores estudados relativamente & exdgena, comparava-se os esti-
mulos eléctricos necessarios para provocarem uma resposta de 50 %,
da resposta méaxima & estimulacfo eléetrica, antes e depois da inter-
vencdo do factor em estudo.

Desnervacio cirirgica de veias safenas

Ap6s a anestesia pelo pentobarbital sodico e aberta a parede
abdominal anterior da regido correspondente & fossa iliaca esquerda,
adoptou-se a técnica descrita por Guimardes et al. (1971): remocao
de 5 cm da parte terminal da cadeia simpatica para-vertebral esquerda
e periarteriectomia femoral do mesmo lado numa extensdo de cerca
de 3 cm. Os cies recuperavam bem da intervencio cirfirgica realizada
assepticamente, colhendo-se as veias safenas, de ambos os lados,
entre o 8. e 0 10.° dia apds a simpaticectomia.

Incubacio com (-) NA tritiada (NA-*H)
Depois de convenientemente lavada em liquido nutritivo, cada
tira de veia safena com 2 a 3cm de comprimento e com cerca de

100 mg de peso, preparada pela técnica ja descrita, era incubada du-
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rante 30 minutos a 37°C em solugdo de Krebs-Henseleit, com agitagio
continua, numa atmosfera de O. (95 %,) e CO. (59,). Findo este
perfodo inicial de lavagem, a tira era suavemente limpa com papel
de filtro e transferida para um pequeno matraz (com 10 cm® de capa-
cidade) contendo 3 ml de solugiio de Krebs-Henseleit, ao qual se adi-
cionava ‘momentos antes (-)-7-‘H-noradrenalina (New England Nu-
clear Chemicals, Dreieichenhain, Alemanha), na concentracio de
1,4X10°M e com uma actividade de 3,8 Ci/mmol. A incubacgio da
tira na presenca da amina era feita a 37°C, com agitacio continua,
na atmosfera de O, e CO, ja referida, durante 60 minutos. Uma rolha
de borracha perfurada, que obliterava a boca do matraz, permitia
a passagem de um fluxo constante da mistura gasosa.

Perfusio de tiras de veia safena previamente incubadas com
NA-*H

Apbs os 60 minutos de incubacio com NA-*H, cada tira de veia
safena era colocada num pequeno banho de 1 ml de capacidade, pro-
prio para perfusio continua (Farnebo & Malmfors, 1971). A tira era
submetida a uma tensdo aproximada de 1 g e perfundida a fluxo cons-
tante (0,8 ml/min), com liquido nutritivo a 37°C proveniente de uma
proveta em que se fazia borbulhar constantemente a mistura gasosa
(O; e CO.). A perfusio era efectuada com uma bomba peristaltica
(Harvard Peristaltic Pump, mod. 1201).

Estimulacio eléctrica de tiras de veia safena previamente incu-
badas com NA-H

Montada a tira de veia safena no banho de perfusao, colocava-se
um eléctrodo de platina em eontacto com cada uma das extremidades
da tira. Cada eléctrodo era ligado a um estimulador (ji referido)
por intermédio de dois fios condutores. Este estimulador dispunha
dum dispositivo que alternava a direccdo dos estimulos, por forma
a evitar a electrélise do liquido nutritivo. As caracteristicas do esti-
mulo eléctrico eram semelhantes ao referido em Estimulacio Eléctrica,
com excepedo da intensidade, que foi aumentada para 100 Volts.
Introduziu-se esta modificacio porque em experiéncias preliminares
se verificou que, nestas condicdes, a estimulacio eléctrica com as
caracteristicas apontadas (10 Hz, 2 ms e 100V) produzia respostas
contracteis justa-maximas entre 3 e 5 minutos de estimulacio. A gene-
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ralidade das preparacbes de veia perfundida foi submetida a dois
periodos de estimulacio de 2,5 minutos de duracdo, o primeiro (S,)
dos 125 aos 127,5 minutos e o segundo (S;) dos 185 acs 187,5 minutos
de perfusio, contados a partir do momento em que se iniciava a
perfusio da tira.

Métodos de doseamento da NA endogena, da NA-H e seus
metabolitos e da radioactividade (*H)

Depois de convenientemente lavadas em liquido nutritivo por
forma a retirar todo o sangue aderente as suas paredes, as tiras eram
secas em papel de filtro e pesadas; posteriormente as tiras eram redu-
zidas a segmentos muito pequenos, com o auxilio de uma tesoura,
e homogenizadas com um homogenizador de vidro (Tissue Grinder,
Potter, Elvehjen), em 5 ml de 4cido percidrico 0,4 N, a 0°C, ao qual
se havia adicionado EDTA (0,8 mg/ml). Seguidamente, deixava-se
o homogenizado em repouso durante 40 minutos a 4° C e centrifuga-
va-se, a seguir, durante 10 minutos, a 8000 g, numa centrifuga refri-
gerada. Neutralizava-se, seguidamente, uma parte aliquota (2 ml) de
sobrenadante com bicarbonato de s6dio até pH 6. A determinacao es-
pectrofotofluorimétrica da NA (enddégena) era feita de acordo com
a modificacio introduzida por Palmer (1564) ao método descrito por
von Euler & Floding (1955), sendo o comprimento de onda da luz
excitadora de 410 nm e o da emitida de 510 nm. O limite inferior de
censibilidade do método era de 5ng de NA por amostra.

A determinacido da radioactividade (*H) da NA-*H e dos seus
metabolitos, foi feita em amostras do liquido de perfusdo e em homo-
genizados de tiras de veia safena. As determinacgdes no liquido de
perfusio foram feitas a partir de colheitas de 4 ml (correspondentes
a 5 minutos de perfusio). A separacio de NA-°H e seus metabolitos
foi executada em colunas de cromatografia de alumina e DOWEX,
de acordo com a técnica descrita por Graefe et al. (1973). Ag colunas,
de 0,5 cm de didmetro, tinham a extremidade inferior obliterada por
pequenas esferas de vidro. A alumina (Oxido de aluminio 90 estan-
dardizado, grau de actividade IT — III, — Merck —) foi preparada
de acordo com Crout (1961) e lavada com acetato de sodio 0,2M.
Utilizou-se DOWEX 50X4 (200 — 400 mesh) que antes de usado
era submetido ao seguinte tratamento: lavagens repetidas a 50°C com
hidréxido de sédic 2N (contendo 1 9, de EDTA ‘sédico) até que o
sobrenadante ficasse incolor; seguidas de novas lavagens sucessiva-
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mente em Agua destilada, 4cido cloridrico 2N, agua bidestilada. Final-
mente 0 DOWEX era levado a pH 2 pela adicio de 4cido cloridrico
0,0IN. Antes de serem utilizadas as colunas para o0 DOWEX eram
lavadas com 20 ml da mistura etanol-Acido cloridrico 6N (em volumes
iguais) e depois equilibradas com acido cloridrico 0,01N. Cada coluna
de alumina continha 200 mg desta substincia. As colunas com
DOWEX eram de 1,5 cm de altura. Antes de cada utilizacdo todags as
colunas eram lavadas com 2ml de 4gua bidestilada. Regra geral, as
colunas com DOWEX eram reutilizadas, ap6s a regeneracio da resina.
A regeneracio consistia em lavagens sucessivas, com 10 ml da mistura
etanol-4cido cloridrico (em partes iguais), 20 ml de acido cloridrico
2N, 20 ml de agua bidestilada e finalmente com 20ml de Acido
cloridrico 0,01N. A técnica geral da separagdo a partir das amostras
(do liquido de perfusdo e de homogenizados de veia) esti resumida
no esquema (Fig. 1). Este método permite a separacio das seguin-
tes fracgdes: 1-— noradrenalina (NA); 2— 34-dihidroxifenilglicol
(DOPEG); 3 — acido 3,4-dihidroximandélico (DOMA): 4 — norme-
tanefrina (NMN); 5 — metabolitos desaminados e O-metilados

Amostra (pH 8,1-8,3)

'

lavagem Al ;
(1mI CHCOONa + 2miHp0) 2038200mg  eluido
| [ =

2x1mi 4ml 2x1ml
0,2N CH3-COOH 05N CHzCOOH 02N HCI
|

efluente
+

rejeitado v
DOMA

efluente+ eluido efluente+ lavagem eluido
+lavagem 2x1ml +lavagem 2ml Ho0  3ximl+2N HCI
(2ml H20) 6N HCI: Etanol (1:1) (2ml HoD) l
i hoom rejeitado v
(Ml]fEG) (NMN) (DOPEG) (NA)
(VMA)

Fig. 1— Sistema de colunas de Alumina e Dowex, para a separagio cromatografica de
NA ¢ metabolitos, segundo Graefe er al., 1973.

Amostra de 1 ml, contendo por amostra 12,5 pg de sulfito de sédio e 10 mg de EDTA.
Técnica geral: passagem inicial da amostra por coluna, seguida de lavagem e finalmente de
eluicio, conforme ¢ esquema.
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(OMDA) ou seja o 4-hidroxi, 3-metoxifenilglicol (MOPEG) e o acido
4-hidroxi, 3-metoximandélico (VMA). De acordo com Graefe et al.
(1973), a eficiéncia da recuperacio destas fraccbes é a seguinte:
OMDA — 90,0 %, NMN 96,09, DOPEG 87,29, NA 80,6 %,
DOMA 88,8 9,.

As velas eram homogenizadas num homogenizador de vidro
(Tissue Grinder, Potter, Elvehjen), apds a secagem rapida em papel
de filtro e pesagem. A homogenizacido era feita a 0°C em 5ml de
acido perclérico (0,4N) contendo 1,0 mg/ml de EDTA e 1,25 mg/ml
de metabissulfito de sbédio. O scbrenadante (ap6s centrifugacio a
8000 g) era levado a pH 8,2 pela adigio de tampdo Tris-HCl (0,5M
e pH 11,0) e analisado cromatograficamente pela técnica ja referida.

A radioactividade (*H) foi determinada num espectrofotometro
de cintilagdo liquida (Packard mod. 3320), utilizando uma mistura
de cintilacdo (330 ml de Triton X-100, 5,5 ml de Permablend IIT —
Packard, 11 de Tolueno — Merck). Os resultados obtidos para a
radioactividade foram expressos em equivalentes de radioactividade
de NA-*H (em ng/g de tecido no liquido de perfusao ou, em ng/g
de tecido, na preparacdo). A recupeacido do processo cromatografico
foi testada para todas as amostras de cada experiéncia, pela relagio:
soma de *H das 5 fraccdes/*H total por amostra. A recuperacio foi
de 98,0+2,09% (n=31). A recuperagio de NA-*H foi determinada
em todas as experiéncias em que se procedeu i separagio cromato-
grafica das amostras; a recuperacio foi de 93,5--0,3 9, (n=31);
o tritio restante distribuiu-se pelas restantes fracgoes: OMDA
1,9+0,1 9%, NMN 0,3+0,2 9,; DOPEG 1,0+ 0,1 9,, DOMA 3,3+0,4 %,.
Nao se fizeram correcgbes para a recuperagdo de nenhuma das
fraccoes.

Calculo da fraccio libertada por estimulo

A libertagio de *H produzida pela estimulagdo S: ou S. (150 s
a 10Hz=1500 estimulos), foi determinada pelo aumento do efluxo
de *H verificado durante e apdés o periodo de estimulagio, relativa-
mente ao efluxo espontineo no periodo de colheita que precede ime-
diatamente o inicio da estimulacio. Este aumento do efluxo de *H
dividido por 1500 estimulos da-nos a libertagdo produzida por esti-
mulo. Esta libertacio estara dependente do teor de *H da preparacio,
no momento em que € estimulada. A libertacio foi por isso expressa
pela fracciao de libertacao por estimulo (F.L.) de acordo com Langer
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& Enero, 1974. Esta fraccao calculou-se pela razao entre a libertacao
por estimulo e o teor de *H existente na preparacio ne inicio da esti-
mulacao. O teor de*H da preparacio (no inicio da estimulacdo) calcu-
lou-se adicionando o *H perdido pela preparacio desde o inicio da
estimulacio ao *H existente na tira no fim da experiéncia.

Estudo da metabolizacio de NA-°H

Empregaram-se firmacos que inibem as vias de inactivacio da
NA conhecidas, e, que ji foram em parte referidos a propdsito do
estudo da inactivacio do mediador simpéatico. Tivemos porém de in-
troduzir certas modificaces ao esquema de tratamento ja apontado.
Assim, o estudo da inibicao da MAO foi feito em tiras de veia safena
de animais tratados com iproniazida (duas doses, ministradas
por via i.v., numa 1.* de 60 mg/kg e uma 2.* de 180 mg/kg, respecti-
vamente 48 e 24 h antes da experiéncia) pois que a iproniazida «in
vitro» exigia, como ja se referiu, um tratamento de 1 hora (30 minu-
tos de incubacio e 30 minutos de lavagem), o que prolongava excessi-
vamente a experiéncia. Em vez de cortexona como inibidor da capta-
cido extra-neuronal, preferiu-se utilizar o fosfato de hidrocortisona,
por ser extremamente solivel na agua.

Para o estudo da captacio neuronal, da actividade da COMT e
da captacdo extra-neuronal, utilizamos, como atris j4 se apontou,
a cocaina (10-5M), o U-0521 (10-*M) e a hidrocortisona (2,8X10-°M).
Estas substincias eram postas em contacto com a preparagac 25 mi-
nutos antes da 2.* estimulacdo (S.) e, mantinham-ge naquela concen-
tracdo até ao fim da experiéncia.

O estudo do efeito da inibicio da MAQ, na metahbolizacio da
NA-*H, fez-se, como dissemos, em tiras de veia safena de animais
tratados com iproniazida. Estas tiras foram submetidas apenas
a um periodo de estimulacdo (S,).

Com vista ao estudo da participacio da captacio extra-neuronal
no efluxo espontineo durante a perfusio, utilizaram-se tiras tratadas
pela cocaina. Para este efeito, as preparac¢des eram postas em contacto
com a cocaina (4X10-*M) durante 25 minutos, antes de se proceder
& incubacido com NA-"H (na.concentracio ja referida, de 1,4X10-°M
e durante 60 minutos). Durante o periodo de incubagdo com NA-*H e
perfusido, a cocaina foi mantida em contacto com as preparagdes, na
concentracdo ja referida. -

A hipétese do sistema extra-neuronal poder contribuir também
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para a libertagio de *H produzida pela estimulacgio eléctrica, foi estu-
dada, recorrendo-se a tiras de animais previamente reserpinizados
(duas doses de reserpina ministradas por via im., a 1. 24 h antes
da experiéncia de 1,5mg/kg e a 2.* de 0,5 mg/kg 20 horas depois
da 1.* dose) e depois submetidas & ac¢fo da cocaina, segundo o es-
quema de tratamento acabado de referir. Estas tiras depois de incu-
badas com NA-"H (na mesma concentragio e durante o mesmo tempo),
e perfundidas, foram submetidas a um periodo de estimulacio (S))
determinando-se o efluxo espontineo de ‘H (antes do inicio da esti-
mulacdo) e o efluxo de *H durante e apds o periodo de estimulagio.

Analise estatistica

Determinaram-se cs valores médios bem como os desvios padroes
da média. O significado das diferencas das médias foi efectuado a
partir do valor t de Student, utilizando-se umas vezes dados empare-
lhados e nido emparelhados outras. Em alguns casos foi calculado
o coeficiente de correlacdo (r). Os valores de t e r foram considerados
significativos quando corresponderam a P < 0,05. Para os calculos
numeéricos foi utilizada uma maquina calculadora Compucorp (Micro-
-Computer, mod. 32086).

Farmacos utilizados

(+) Acido ascorbico (pro analysi, Merck) ; cocaina (cloridrato
de cocaina, Bios) ; cortexona (Shwarz-Mann) ; 3’, 4’-dihidroxi-2-metil-
pro .ofenona (U-0521, Upjohn) ; fenoxibenzamina (cloridrato de di-
benzilina, Smith, Kline & French — solugio a 10 %, em propilenoglicol
acidificada pelo HCl N/20); fentolamina (Regitina Ciba — solucao
comercial a 1 9%,); guanetidina (Ismelina, Ciba) ; hidrocortisona (fos-
fato de hidrocortisona, Actocortin, Vitéria); iproniazida (fosfato de
iproniazida, F. Hoffman-La Roche); (-)noradrenalina (Hoechst):
(-)-*H-noradrenalina (New England Nuclear Chemicals, 3,8 Ci/mmol) ;
pentobarbital sédico (Siegfried); reserpina (K & K — solucio prepa-
rada com 10 9, de acido ascorbico) ; sal dissédico do acido etilenodia-
mino-tetracético (Titriplex ITI, Merck) ; tiramina (cloridrato de tira-
mina, Sigma).
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RESULTADOS

1 — Caracterizacdo farmacolégica do mediador responsavel pelas
contraccoes desencadeadas pela estimulacio eléctrica de tiras de
veia safena

A estimulacido eléctrica com as caracteristicas referidas nos Méto-
dos, nunca produziu resposta contractil detectavel, quando a prepa-
racdo se encontrava mergulhada na solugdo de Krebs-Henseleit (em
banhos de orgios isolados de 25 a 50 ml de volume). S6 quando se
substituiu esta solucio por 6leo mineral se passou a obter contracgoes
proporcionais & intensidade do estimulo. As caracteristicas da esti-
mulagio eléctrica de que mais directamente dependeu a amplitude
das contracgbes foram a frequéncia e o tempo da estimulagio. O inicio
da resposta contrictil verificava-se 1 a 3 segundos apos o inicio da
estimulacio (periodo de laténcia) (Fig. 2). As curvas de «estimulo-

% Contraccao
r100
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Fig. 2 — Contraccio de veia safena provocada pela estimulagio eléctrica (S) seguida de
relaxamento: O-6leo; K-solugio de Krebs-Henseleit,
Escala: contraccio méxima produzida pela NA exdgena.




-efeito» das Figs. 3, 4 e 5 foram obtidas fazendo variar a duracio do pe-
riodo de estimulagioc e conservando constantes os outros pardmetros
do estimulo eléctrico. Nas mesmas preparacbes em que se obtiveram
curvas de «estimulo-efeito» determinaram-se, também, curvas de
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3 9 27 81 243 seg

Fig. 3 — Curvas de «estimulo-efeito», antes (EE) e apds (EE,) fenoxibenzamina
(7.5 X 10~ M)

dose-efeito pela adicio de NA exdgena. Para a representaciio grafica
das curvas de «estimulo-efeito» foram considerados, arbitrariamente,
pontos na linha das abcissas que as aproximassem das obtidas com
a noradrenalina exégena. Verificou-se que as duas curvas sdo, apa-
rentemente, paralelas. A ED;, para a NA ex6gena foi de 2,8 X105 M,
enquanto que a ED;, para a estimulagao eléctrica se verificou quando
um estimulo, com as caracteristicas definidas nos Métodos era apli-
cado durante 14,3 +- 265 (n=12).

A resposta maxima obtida pela estimulacio eléctrica foi, quase
sempre, levemente menor (Fig. 2) do que a resposta méaxima produ-
zida pela NA exdgena, representando 92,1 + 3,89, (n=9) desta,
€, observando-se, geralmente, ao fim de 5 minutos de estimulacdo.

A tiramina produziu respostas maximas cuja amplitude foi de
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90,3 = 4,79 (n=9) das respostas desencadeadas pela NA exégena,
sendo a ED;, de 2,2X10-° M. A amplitude das respostas maximas
produzidas pela tiramina e pela estimulacao eléctrica, nao foram esta-
tisticamente diferentes.

1.1. Accio da fenoxibenzamina e da fentolamina sobre as contracgoes
obtidas, quer pela estimulacio eléctrica, quer pela NA exdégena

A fenoxibenzamina (7,0X10-"M) apdés um contacto de 30 mi-
nutos, anulou, completamente, a resposta & NA exdgena (10-°M),
reduzindo muito, sem todavia, anular a resposta maxima desencadeada
pela estimulagdo eléctrica. Em relagdo a esta resposta, verificou-se
uma reducio de 76,6--6,2 9, (n=8) na sua amplitude (Fig. 3).

A fentolamina desviou, paralelamente, para a direita, quer a
curva de dose-efeito da NA exdgena, quer a curva produzida pela
estimulagdo eléctrica. O desvio, foi maior para a curva produzida
pela NA exdgena (Fig. 4).

100,
80
“
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~ 404
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Fig 4 — Curvas de dose-efeito para a noradrenalina exdgena (NA) e de «es'imulo-efeiton
para a estimulagio eléctrica (EE). NA, representa a curva de dose-efeito apéds fentola-

mina (10-M) e EE, e EE, as curvas de «estimulo-efeitop apds fentolamina, respec-
tivamente, 10-6 e 5 X 10-% M.
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1.2. Influéncia da cocaina

A adicdo de cocaina ao banho (10-*M), nas condicdes descritas
nos Métodos, deslocou para a esquerda, quer a curva de «estimulo-
-efeito» quer a curva de dose-efeito & NA ex6gena, sendo maior a
deslocagdo sofrida por esta ultima (Fig. 5). Enquanto que a curva
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Fig. 5--Curvas de dose-efeito para a noradrenalina exdgena antes (NA) e apds (NA,)
cocaina (10~ M). Curvas de «estimulo-efeito» para a estimulagio eléctrica antes (EE) e
apds (EE;) cocaina, na mesma concentragio. Verifica-se um desvio, para a esquerda, mais
acentuado no caso da curva da noradrenalina exdgena.

de «estimulo-efeito» sofreu um desvio correspondente a uma poten-
ciagdo de 4,5 = 0,3 (n=12), a curva de dose-efeito para a NA exdgena
sofreu uma deslocacdo correspondente a uma potenciacio de 7,1 + 0,5
(n=12), sendo estatisticamente significativa a diferenca entre estes
doig desvios (P < 0,01).

1.3 Efeito da reserpina

Nas tiras de cies previamente injectados com reserpina, o teor
em NA foi de 0,22 == 0,03 pg/g (n=15) de tecido fresco, valor corres-
pondente a cerca de 8 %, do controlo. A centracgio provocada nestas
tiras pela estimulacao eléctrica apareceu muito pouco ampla, sendo
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praticamente nula naquelas em que a deple¢io em NA atingiu maior
grau. A resposta & NA exoOgena, pelo contrario, nao foi alterada.
Quando as tiras depletadas pela reserpina eram, ulteriormente, expos-
tas a um contacto com a NA exdgena (5X10° M durante 30 minutos)
assistia-se ao aparecimento de resposta & estimulac¢io eléctrica nos
casos em que ela era inicialmente nula ou ao seu aumento quando ja
havia uma resposta inicial (Fig. 6). A resposta mixima nestas con-

_/_.\‘ 30 min /
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Fig. 6 — Contraccdes provocadas numa tira de veia safena obtida de um cfio tratado pela
reserpina, E-estimulacio eléctrica (30V; 2ms; 10 Hz); N-noradrenalina (5X10-5 M).
Apds a incubacio com noradrenaling durante 30 min, hi um aumento da resposta & esti-
mulacio eléctrica.

digdes — apds contacto da preparacio com NA exdégena — nunca
ultrapassou os 50 9, da resposta maxima para a NA exdgena.

A accio da tiramina foi, também, muito reduzida ou anulada
pelo tratamento prévio com a reserpina.

1.4. Accio da guanetidina

Nas preparacdes as quais se adicionou guanetidina (5X10-'M),
que foi deixada no banho durante 30 minutos, verificou-se o apareci-
mento de contraccdes que obrigavam a fazer uma a duas lavagens
para a recuperacio do tono inicial. Nestas condicbes, a estimulacido
eléctrica produziu contracgdes maximas que atingiram uma amplitude
de 15 a 309, da amplitude méixima produzida pela estimulacio
eléctrica, antes do tratamento pela guanetidina.
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1.5. Influéncia da desnervacio

Nas tiras desnervadas, as respostas & estimulacio eléctrica foram,
em todos os casos, proporcionais ao grau de desnervacdo, avaliado
pelos seguintes pardmetros: a) teor em NA da veia safena; b) au-
mento de sensibilidade & NA exdgena; ¢) T, apds contraccio mé-
xima produzida pela NA exdgena (10-°M), com o relaxamento
efectuado em 6leo. Nas preparacdes em que a NA era indosedvel, em
que a sensibilidade & NA exdgena era grande e niio era modificada
pela exposigfio & cocaina e em que o T;, era longo e nio era modifi-
cado pela cocaina, a resposta 4 estimulacio eléctrica foi muito redn-
zida, mas nunca anulada. A resposta maxima obtida nestas condicdes
atingiu uma amplitude média de 12,1 +2,4 9, (n=6) da resposta
méxima obtida com NA exdgena.

Com estimulagdes demoradas e repetidas atingia-se frequente-
mente uma anulacio da resposta mecinica. As preparacbes em que
a desnervacio era parcial nao foram consideradas neste estudo.

2. Influéncia de varios farmacos sobre o T, apds contraccao
maxima provocada por estimulaciio eléctrica

A contracgio padrdo que serviu para este estudo foi produzida
por um estimulo com as caracteristicas referidas nos Métodos, esti-
mulo esse mantido por 6 minutos. A utilizagio deste tempo de estimu-
lagio baseou-se em ensaios preliminares em que se verificou que ele
era suficiente para que em todas as preparagbes se atingisse a fase
de equilibrio das respostas méximas.

2.1. Relaxamento em oleo

O T;, apds contraccio méAxima pela estimulacio eléctrica foi
de 0,95+ 006 min (n=40). Este tempo foi considerado controlo.
A influéncia das diferentes substincias na inactivacio do mediador
responsavel pela resposta mecinica & estimulacio eléctrica foi deter-
minada comparando o T;, obtido apds tratamento prévio por cada
uma destas substfncias, ou por associacdes delas, com o T,, do con-
trolo. Essas influéncias encontram-se resumidas na Tabela 1. Podera
constatar-se que nem o U-0521, nem a cortexona prolongaram o rela-
xamento. A iproniazida apenas prolongou ligeiramente o tempo de
relaxamento (cerca de 1,1 vezes). A cocaina prolongou o tempo de
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Tabela 1 — Influéncia da Cocaina, Iproniazida, U-0521 e Cortexona
na inactivacio do mediador simpético na veia safena,

em oleo.
T, do relaxamen o . : B':U.qu'e;_o da

Tratamentos L MTC (1) inactivagio (?)

(minutos) (% do controlo)
Controlo 40 0,95 ==0,06 1 —
Cocaina 18 2,70 +=0,15 2,9 655 a)
Iproniazida 10 1,08 +0,11 11 91 bh)
U-G521 6 095 =011 1 0,0
Cortexona 6 0,97 0,10 1 0,0
Cocaina 4+ Iproniazida 6 270 —+021 29 655 a)
Cocalina +U-0521 6 550031 58 82,8 a) c)
Cocaina + Cortexona 6 997059 10,5 90,56 a) c)
Cocaina+ U-0521+ Cortexona 6 11,38 += 0,70 120 91,7 a) c)

a) P <0,01 quando comparado com o controlo.

b) P <0,05 quando comparado com o controlo.

¢) P <0,001 quando comparado com a cocaina.

(1) MTC representa a relacio entre o T; do relaxamento apds a
exposicio aos farmacos e o Ty, de relaxamento na auséncia de
farmacos (controlo). O blogueio da inactivacio foi calculado

com base na seguinte férmula: MTC —1

_-—_M’I“C_ X 100

relaxamento 2,9 vezes. O U-0521 ou a cortexona porém, reforcaram
significativamente o efeito da cocaina sobre relaxamento; a inibicdo
da inactivagio do mediador foi quase ccmpleta (90,5 %) quando a
preparacio foi tratada pela cocaina juntamente com cortexona.

Estes resultados mostram que a captacio neurcnal desempenha
na veia safena o principal papel na inactivacio do mediador simpético;
a inibicio da COMT ou da captagio extra-neuronal sé se tornam evi-
dentes apds a inibi¢io da captacio neuronal. A MAO parece desem-
penhar um papel pouco relevante na inactivacio do mediador sim-
patico, mesmo apés a inibicdo da captacio neuronal.
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2.2, Relaxamento em Krebs-Henseleit

O Ty em Krebs-Henseleit, apos contraccio maxima produzida
pela estimulacio eléctrica, foi nas preparacfes sem tratamento, seme-
lhante ao verificado em 6leo (0,85 minutos). A influéneia sobre o o B
das diferentes substincias capazes de interferir na inactivagdo da NA,
estd resumida na Tabela 2. Como era de prever, o U-0521 e a corte-

Tabela 2 — Influéncia da Cocaina, U-0521 e Cortexona na inactivacao
~ do mediador simpatico na veia safena, em Krebs-Henseleit,

s ; Bloqueio da
- Te 2 4 - .
Tratamen.os n 55 0 TEARAMENLD MTC (1) inactivagio (1)

(minutos) (% do controlo)

Contralo 25 0,85 + 0,03 1 —
Cocaina 16 2,38 = 0,34 2,8 64,3
U-0521 9 0,85 = 0,07 1.0 0,0
Cortexona 4 0,85 = 0,09 1,0 0,0
Cocaina + U-0521 9 3,02 4- 0,42 3,6 72,2 a)
Cocaina + Cortexona 7 3,57 = 0,6 42 76,2 a) b)

a) P <0,01 quando comparado com o mesmo tipo de experiéncias
em Oleo (Tabela 1).
b) P <0,02 quando comparado com cocaina.

(*) — Ver Tabela 1.

xona, continuam a ndo prolongar o tempo de relaxamento das tiras
contraidas pela estimulagio eléctrica. A cocaina produziu um prolon-
gamento do T;,, sensivelmente igual ao verificado em 6leo. Porém,
o refor¢o do efeito da cocaina sobre o T,, exercido pela cortexona
ou pelo U-0521 foi mais modesto do que o verificado em éleo.

Estes resultados mostram que a difusio como mecanismo de
inactivaciio do mediador, no caso da veia safena, é evidenciavel apenas
apés a inibicAo da captacio neuronal.
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3. Libertacio e metabolizacio de NA-H

3.1. Efluxo espontineo de NA-’H e seus metabolitos em tiras de veia
safena incubadas previamente com essa amina durante 60 mi-
nutos

Um dos objectivos de parte do nosso trabalho, era determinar
a participacio do sistema neuronal e extra-neuronal no efluxo espon-
tdneo de NA-*H e seus metabolitos ao longo do periodo de perfusio
de 215 minutos. Para esta finalidade, utilizaram-se preparacdes com
captacdo neuronal intacta e preparagbes tratadas pela cocaina (ver
Métodos). Antes de iniciada a perfusio, retirava-se de cada tira uma
pequena amostra (20-30 mg) para o doseamento da NA-‘H e seus
metabolitos. No fim da perfusdo, toda a tira era aproveitada para
novo doseamento dos mesmos produtos. Ao longo da perfusao
(215 min) recolheram-se 10 amostras, correspondendo cada uma a
5 minutos de perfusdo (Fig. 7). Em cada amostra fez-se a separagio
da NA-*H e metabolitos.
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Fig. 7—Efluxo de 3H, ao longo de 215 minutos de perfusio, de tiras de veias previa-
mente incubadas com NA-3H e perfundidas a fluxo constante. Cada valor representa o
efluxo durante 5 minutos de perfusio (média de 3 experiéncias). T/2 — semi-vida de 3H,
em minutos entre os 120 e os 215 minutos de perfusio.
Ordenadas: efluxo de ®H em ng por g de tecido e por 5 minutos de perfusio.
Abcissas: tempo de perfusio. Por baixo da linha das abcissas, indicam-se os periodos de
colheita, referentes a cada valor do efluxo de SH.
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3.1.1. Efluxo de NA-‘H e metabolitos em preparacdes niio sujeitas a
qualquer tratamento prévio

No fim do periodo de incubagdo (no inicio da perfusio) a quan-
tidade de “H encontrada nas veias foi de 1,26 + 0,07 pg/g, sendo
78,8 £0,9 9% de NA; 9,1 = 0,5 9, de OMDA; 7,1 + 0,4 9, de DOMA;
4,3 +0,29% de DOPEG e 0,7 + 0,1 9, de NMN (n=3).

O efluxo de *H ao longo dos 215 minutos de perfusio, esté repre-
sentado na Fig. 7. Pela observacido desta figura, poderemos distinguir
nitidamente duas fases de efluxo. A primeira, correspondente acs 90
minutos iniciais de perfuséo, caracteriza-se por um efluxo que sendo
muito intenso inicialmente decresce muito rapidamente. A segunda,
correspondente ao periodo entre os 120 e os 215 minutos de perfusio,
é caracterizada por um efluxo menos intenso do que o da fase ante-
rior, mas relativamente mais estivel (semi-vida de 156 minutos).
Aproveitou-se a estabilidade do efluxo desta fase para proceder as
estimulagdes eléctricas nas experiéncias em que elas foram feitas
(ver capitulo seguinte). A Fig. 8 representa o efluxo espontineo das
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Fig. 8 — Efluxo espontineo de NA-*H e seus metabolitos, correspondente ao efluxo de 3H,
das experiéncias da Fig. 7. T/2 = semi-vida em minutos.

varias fracgdes apds separagdo por cromatografia, a partir de amos-
tras do liquido de perfusdo, colhidas ao longo da experiéncia. Tal
como referimos para o efluxo de *H, poderemos também distinguir
na Fig. 8 dois pericdos de efluxo. O periodo inicial de 90 minutos,
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é caracterizado por um efluxo intenso que cai muito rapidamente.
Pode ainda verificar-se que o efluxo da NA neste periodo inicial de-
cresce mais rapidamente do que o das restantes fraccoes. A partir
dos 90 minutos de perfusao, o efluxc das varias fraccoes, mantém-se
relativamente estavel, isto é diminui regular e lentamente e de forma
aproximadamente paralela para todas elas. O efluxo de cada uma das
varias fraccdes, em percentagem do efluxo total no periodo dos 120
aos 215 minutos foi o seguinte: DOPEG 42,3 +1,09,; OMDA
328 +109,; DOMA 13,0 =0,79%; NA 75 =+=039% e NMN
3,1 = 0,4 %,. Devera notar-se que o efluxo de NMN e da NA nesse
periode foi muito pequeno, e aproximando-se do limite inferior de
gensibilidade do método utilizado para a sua determinacio.

No fim da perfusio as tiras retinham ainda 0,73 = 0,08 p.g/g
de *H, assim distribuido: NA 86,4 -+ 0,8 %,; OMDA 7,7 =-1,5; DOMA
4,8 +1,79,; DOPEG 0,8 +-0,1 9%, e NMN 0,3 +=0,0 9,. Comparando
estes valores com os verificadcs no inicio da perfusio (fim da incu-
bacdo) verifica-se que a preparacio perde durante os 215 minutos
de perfusio, cerca de 42,1 %, do *H que continha no seu inicio.

3.1.2. Efluxo de NA-"H e metabolitos em preparacdes tratadas pela
cocaina

Nas tiras tratadas com cocaina (a cocaina estava presente du-
rante a incubagio e perfusdo), a quantidade de *H presente no tecido,
no inicio da perfusdo, foi de 0,64 -+ 0,15 ug/g (n=3) distribuida
pelas seguintes fraccGes: OMDA 46,6+7,59,; NA 41,1 = 6,89,; DOMA
47 +099,; DOPEG 420,79 e NMN 3,3+0,59. Comparando
estes valores, com os valores correspondentes nas preparactes sem
tratamento prévio, verifica-se que a cocaina reduziu a acumulagio
de *H para cerca de 50 9, (P <0,01). A analise destes resultados
permitiu ainda verificar que: 1 — a cocaina reduziu pronunciadamente
a acumulacio de NA-'H; 2 —a cocaina aumentou a acumulacio
das fraccoes OMDA e NMN.

O efluxo da NA-*H e seus metabolitos referente as preparagoes
tratadas pela cocaina, estd representado na Fig. 9. A observacio
desta figura, mostra-nos que o efluxo espontineo nos 215 minutos
de perfusio é constituido principalmente pela fraccdo OMDA, repre-
sentando esta fraccio a partir dos 90 minutos cerca de 76 9, do
efluxo total de *H. Poder4 ainda observar-se que a partir dos 90 mi-
nutos de perfusdo o efluxo da fraccio OMDA é relativamente estivel
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Fig. 9 —Efluxo espontineo de NA-*H e seus metabolitos, de veias incubadas e perfundidas
na presenca de cocafna (4 X 10-5 M). Os perfodos de colheita, foram os mesmos da
Fig. 7. T/2 = semi-vida em minutos.

(semi-vida 144 minutos). Para o periodo de perfusio entre os 120
e os 215 minutos o efluxo das restantes fracedes é muito modesto,
aproximando-se bastante do limite inferior de sensibilidade do método
utilizado para a sua determinacio.

Comparando o efluxo das varias fraccGes, nas preparacdes sem
tratamento pela cocaina, com as preparacdes tratadas por este inibidor
da captagdo neuronal, verificou-se que a cocaina reduziu acentuada-
mente o efluxo da fraccio DOPEG ao longo de toda a perfusio e
aumentou o efluxo da fraccio OMDA (embora s6 significativamente
nos 15 minutos iniciais de perfusio). O efluxo da fraccdo DOMA foi
reduzido pela cocaina, principalmente a partir dos 60 minutos de
perfusao. O efluxo da NMN foi aumentado pela cocaina apenas nos
35 minutos iniciais da perfusdo. O efluxo da NA-*H nio foi modifi-
cado significativamente pela cocaina, durante os 90 minutos iniciais
da perfusido.

No fim da perfusio, as tiras tratadas pela cocaina, continham ainda
0,15 + 0,05 ug/g de *H assim distribuidos: OMDA 49,8 +=6,7 9,;
NA 455+639,; DOMA 32 +039,; DOPEG 19 =019 e
NMN 0,6 + 0,2 9,. Verificou-se que durante os 215 minutos de per-
fusfo as tiras tratadas pela cocaina perderam cerca de 77 %, de *H
valor que é bastante superior ao verificado para as tiras sem co-
caina (42 %,).
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Os resultados destas experiéncias sugerem que o efluxo, durante
a fase «estavel», das fraccoes DOPEG e DOMA tem origem neuronal,
mas que o efluxo da fraccio OMDA podera ter origem, pelo menos
em parte, extra-neuronal. A origem (neuronal ou extra-neurcnal)
do efluxo das fraccdes NA e NMN, durante o periodo (estavel), nio
pbde ser determinada, dado o seu reduzido valor durante este periodo.

3.2. Libertacio de NA-’H e seus metabolitos, produzida pela esti-
mulacio eléetrica de tiras de veia safena incubadas previamente
com NA-H

3.21. Origem do °H libertado pela estimulacio

As preparacdes incubadas com NA-*H e depois perfundidas,
foram regra geral submetidas a dois periodos de estimulacéo, S, e 8.
(ver Métodos). A estimulacdo eléctrica, produziu um acentuado
aumento do efluxo de *H (Fig. 10); o aumento do efluxo foi maximo
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Fig. 10 — Grifico da esquerda: efluxo de 3H, Controlo — prepara¢des de veia safena
incubadas com NA-3H e perfundidas; Res+ Coc— preparacies de veia safena de animais
reserpinizados e tratados pela cocaina (4X105M), incubadas com NA-3H e perfundidas;
a cocaina foi posta em contacto com a preparacio 25 minutos antes da incubacio com
NA-*H e manteve-se até final da experiéncia. Ordenadas: ng/g de tecido, Colunas a branco
— efluxo espontineo, correspondendo cada uma a 5 minutos de perfusio; abcissas —
tempo de perfusio (perfusio iniciada a partir do fim da incubacio), S — periodo de
estimulacio (10 Hz, 2ms, 100 V) de 2,5 minutos. Colunas a preto: libertacio produzida
pela estimulagio.

Grifico da direita — 3H existente nas preparacbes anteriores, aos 120 minutos de perfusio
(calculado pela adicdo das perdas de 8H com o?H existente nas preparacdes, no fim de
cada experiéncia). Controlo — 15 experiéncias; Res+ Coc— 3 experiéncias.
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durante a estimulagio, decaindo depois progressivamente, atingin-
do-se os valores do efluxo espontdneo (anterior & estimulacio), 25 a
30 minutos apds o inicio desta. Como se poderd concluir facilmente
da Fig. 10, a libertaciao de *H produzida pela estimulacio, representa
apenas uma pequena fracgdo da quantidade de *H existente nas pre-
paragbes no inicio do periodo de estimulacio.

Tendo por objectivo esclarecer a origem (neuronal ou extra‘neu-
ronal) do efluxo de “H produzido pela estimulacio, utilizaram-se tiras
de animais tratados pela reserpina e depois submetidas 4 accio da
cocaina (RES+ COC), Fig. 10 (ver Métodos). Os resultados destas
experiéncias mostraram que: a) O contelido em *H existente nas tiras
no inicio da estimulacio é cerca de 10 %, do que se encontra nas tiras
sem tratamento; b) O efluxo espontidneo de *H que precede a estimu-
lagdo € cerca de 50 9, do das tiras sem tratamento; ¢) A estimulacio
nao liberta *H; d) as preparacbes RES+ COC perdem dos 120 aos
125 minutos de perfusao 3,70 = 0,2 9, do *H acumulado nas prepa-
racdes aos 120 minutos, enquanto que em igual periodo de perfusio
as tiras sem tratamento perdem apenas 0,56 = 0,04 9, (P < 0,001).

3.2.2. Influéncia de varios farmacos na metabolizacio da NA-‘H

O estudo da influéncia dos farmacos que interferem com a inacti-
vagido e metabolizacdo da NA, tinha & partida algumas dificuldades.
Assim, num trabalho anterior, realizado na veia safena (Brandio,
1977), tivemos ocasido de verificar, que o efluxo (espontineo e devido
a estimulacdo) de NA-"H e seus metabolitos (em preparacdes previa-
mente incubadas com NA-*H) variava consideravelmente de prepa-
ragdo para preparacio. Iiste comportamento irregular das prepara-
cOes poderd ser explicado, pelo facto daquele estudo ser feito numa
fase de efluxo ainda relativamente instavel (60 aos 70 minutos de
perfusio). Parecia assim, ser dificil (pelo elevado nimerc de expe-
riéncias necessarias) estudar a influéncia de um certo nimero de
farmacos, no efluxo de NA-*H e metabolitos, tanto para o efluxo
espontdneo como para o efluxo devido a estimulagao eléctrica. Estas
dificuldades poderiam porém ser ultrapassadas, se fosse possivel na
mesma preparagio apreciar o efeito do farmaco ou farmacos em es-
tudo, nio s6 em relagio ao efluxo espontineo mas também em relacio
ao efluxo devido & estimulacao eléctrica. Com este fim, submetemos
cada preparacio a dois periodos de estimulagio, relativamente curtos
(para que a recuperacdo do efluxo espontineo se fizesse rapidamente)
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e suficientemente afastados um do outro por forma a poder submeter
cada preparacdo a ac¢io de um ou mais fArmacos, no intervalo entre
as duas estimulagdes, de modo que a accio destes se pudesse mani-
festar no efluxo espontineo que precede S. e no efluxo produzido
por 8. Tinha-se assim a possibilidade de comparar, na mesma prepa-
ragao, o efluxo esponténeo e o efluxo produzido pela estimulacio, na
auséncia e na presenca do firmaco ou fArmacos em estudo. Em ensaios
preliminares, verificamos que uma estimulacio eléetrica com 2,5
minutos de duragio (10 Hz, 2ms e 100 V) e durante a fase de
efluxo «estavel», produzia um sumento consideravel do efluxo de *H,
recuperando-se o efluxo espontdneo ao fim de 25 a 30 minutos apds
o inicio da estimulacio (ver Fig. 10), A generalidade dos farmacos,
a cuja accido pretendiamos submeter as preparacdes, necessitavam
dum periodo de contacto de 20 a 25 minutos. Tendo em conta estas
duas condicionantes (recupera¢io do efluxo espontineo das prepa-
ragbes sujeitas a estimulacio e tempo de actuacio dos farmacos)
decidimos intervalar os dois periodos de estimulacio de 60 minutos
(S; com inicio aos 125 minutos e S. com inicio aos 185 minutos),
conforme se apontou nos Métodos. A generalidade dos fArmacos foram
postos em contacto com as preparacOes a partir dos 160 minutos
de perfusdo.

Numa série de 3 experéncias, ndo se utilizou qualquer firmaco,
pretendendo-se apenas avaliar o comportamento do efluxo espontineo
que precede S, e S. e as fraccdes de libertagio de S, e S.. Os resultados
destas experiéncias estio resumidos na Fig. 11. Verificou-se que os
valores percentuais de NA-’H e seus metabolitos do efluxo esponti-
neo que precede 8., ndo diferiam significativamente dos valores cor-
respondentes para o efluxo espontineo que precede S,. As fraccoes
de libertacio, de S; e 8., foram para a mesma preparacao quase cons-
tantes (divisdo de S, por S,=0,96 + 0,04; n=3). Os valores percen-
tuais de NA-"H e metabolitos correspondentes as fracgdes de liberta-
¢ao de 8; ndo diferiram significativamente dos valores correspondentes
para as fraccdes de libertacio de S..

Para dar uma ideia dos valores do efluxo espontineo dos 110
a0s 125 minutos de perfusao e da libertacio de NA-*H e seus metabo-
litos produzida por 8., agrupamos os resultados das 3 experiéncias
anteriores e, ainda os resultados das experiéncias em que se utilizou
a cocaina, o U-O521, a hidrocortisona e, associactes destes inibidores
(recorde-se que estes farmacos foram postos em contacto com as
preparagbes a partir dos 160 minutos de perfusio). Este grupo de
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Fig. 11 —Efluxo de NA e metabolitos, de tiras de veia safena incubadas com NA-3H.
Apbs a incubacdo, as tiras foram perfundidas a fluxo constante de 0,8 ml/min. Ordenadas:
ng/g de tecido. Abcissas — tempo apds o inicio da perfusio, Colunas a branco — efluxo
espontinen de 5 minutos. S; e S, — periodo de estimulacio (10 Hz, 2 ms, 100 V, 2,5 mi-
nutos de estimulagio), Colunas a preto — aumento do efluxo devido a estimulagio (S; e
8,). Resultados de 3 experiéncias.
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experiéncias foi considerado controlo. Para o grupo controlo, o efluxo
espontineo (Tabela 3) é constituido por aproximadamente 92 9, de
metabolitos de NA-*H assim distribuidos: DOPEG 45 9,; OMDA
33 9%; DOMA 129,; NMN 3 9,; apenas 8% do efluxo espontineo
€ constituido por NA intacta (o valor do efluxo espontineo de NMN
e NA, estd muito préximo do limite inferior de sensibilidade do mé-
todo utilizado para a sua determinacio). A estimulacio produziu
um acentuado aumento do efluxo de NA-*H e metabolitos (Fig. 12,

g CONTROLO

NA DOPEG ooma NMN OMDA

Fig. 12 —Efeito da estimulacio eléotrica no efluxo de NA-3H e seus metabolitos, em
tiras de veia safena, Ordenadas: ng/g por grama de tecido. Colunas a branco represen-
tam o efluxo espontineo, correspondendo cada coluna ao efluxo do perfodo de colheita
de 5 minutos; as colheitas iniciaram-se aos 115 minutos de perfusio, apds a incubacio
com NA-*H, S—periodo de estimulacio (10Hz, 2ms, 100V) de 2,5 minutos. Os
rectingulos a preto, indicam o aumento do efluxo em relacio a0 efluxo espontineo, Re-
sultados de 20 experiéncias,

ng-g veia sofena
a

N

2

")
3

Tabela 4). A fracgdo de libertacio por estimulo foi igual a 1,0X10-5.
Calculando-se a libertagio produzida pelo perfodo de estimulacio de
2,5 minutos, verificou-se que corresponde apenas a 1,5 % do *H
existente nas preparacdes no inicio de estimulacio, A libertacdo era
constituida por NA 39 %,, OMDA 25 9,, DOPEG 24 9, NMN 7 I
e DOMA 6 9,. Como se poderi ver facilmente na Fig. 12, o efluxo
de NA produzido pela estimulagio ocorreu quase sé no periodo de
colheita em que se procedeu i estimulagio, enquanto que o efluxo
dos metabolitos deu-se ndo s6 durante este periodo, mas principal-
mente nos periodos de colheita seguintes. A recuperacio do efluxo
espontineo era portanto mais ripida para a NA que para os meta-
bolitos, principalmente para as fraccbes DOPEG e OMDA. Em rela-
cdo ao efluxo total de NA libertado pela estimulacio, 84 % era reco-
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lhido durante os 5 minutos apds o inicio da estimulacio, 14 ¢, nos
5 minutos seguintes e apenas 2 %, nos 5 minutos seguintes.

Ags tabelas 3 e 4 e a Fig. 13 resumem og valores do efluxo espon-
tineo e do efluxo produzido pela estimulacio (S.), nas experiéacias
com inibicdo da COMT (tratamento com U-0521 a partir dos 160 mi-
nutos de perfusdo). Verificou-se (Tabela 3) que os valores percen-
tuais das varias fracgdes do efluxo espontineo nio foram alterados

U-0521

NA DOPEG DOMA NMN OMDA
s s s s

¥

S

ng-g veia safena

[

Fig. 13 —Efeito do U-0521, no efluxo de NA e metabolitos em tiras de veia safena.
Ordenadas: ng/g de tecido. As colunas a branco representam o efluxo espontineo cor-
respondendo a 5 minutos de perfusio; as colheitas iniciavam-se aos 170 minutos de pet-
fusio, depois do fim da incubacio com NA-3H. § — perfodo de estimulagio (10 Hz, 2 ms,
100 V) de 2,5 minutos. As colunas a preto representam o efluxo produzido pela estimu-
lacio. O U-0521 (10-#M) foi posto em contacto com a preparagio a partir dos 160 mi-
nutos de perfusio e mantido até final da experiéncia. Resultados de 3 experiéncias.

significativamente pela inibicio da COMT. A fraccdo de libertacio
foi para estas experiéncias de 0,8X10-®, valor que ndo difere signi-
ficativamente do verificado para a libertaciio na auséncia de trata-
mento. A composicio da fraccdo de libertacio das experiéncias com
inibicdo da COMT é constituida por (valores percentuais): NA 46,
DOPEG 43, DOMA 8, OMDA 3, NMN 0. Constatou-se assim, que a
inibicdo da COMT, aumentou discretamente o efluxo de NA, reduziu
acentuadamente o efluxo das fraccoes metiladas e aumentou o efluxo
de DOPEG. A Fig. 13 mostra que o efluxo de NA, libertada pela
estimulagio, decaiu de forma muito parecida com o que se verificou
para o efluxo de NA nas experiéncias sem tratamento.

O resultado da inibicdo da captacio extra-neuronal (efectuada
pela hidrocortisona) no efluxo espontaneo e na libertagio das varias
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fracgbes estd condensado nas Tabelas 3 e 4 e Fig. 14. Tal como
verificamos para as experiéncias com inibicio da COMT, a inibicdo
do sistema extra-neuronal nao alterou de forma significativa o efluxo
espontineo das vérias fracgbes. O valor da libertagio de *H nas expe-

8 HIDROCORTISONA

6 NA DOPEG DOMA NMN OMDA

Lo

Fig. 14 — Efeito da hidrocortisona, no efluxo da NA e metabolitos em tiras de veia
safena. Ordenadas: ng/g de tecido. As colunas a branco, representam o efluxo espontineo
durante 5 minutos de perfusio; a colheita das amostras do liquido de perfusio iniciou-
-se a0s 170 minutos, apés o fim da incubagio com NA-SH. S— periodo de estimulacio
(10Hz, 2ms, 100V) de 2,5 minutos. As colunas a preio, representam o efluxo pro-
duzido pela estimulagio, A hidrocortisona (2.8 10-5M), foi posta em contacto com a
preparacio, a partir dos 160 minutos de perfusio e mantida até final da experiéncia.
Resultado de 3 experiéncias.

ng-g veia safena

]

riéncias com hidrocortisona foi sobreponivel ao verificado nas expe-
riéncias com U-0521, isto &, 0,8X10-5. Tal como referimos para a
inibicio da COMT, a inibicio do sistema extra-neurcnal reduziu o
efluxo das frac¢des metiladas produzido pela estimulagdo. Contudo,
a inibi¢do da formagio da fracgio OMDA foi maior nas experiéncias
com U-O521 do que nas experiéncias com hidrocortisona (P < 0,01).
Uma outra semelhanga nos resultados das experiéncias com U-0521
e com hidrocortisona diz respeito & forma como decresce o efluxo
de NA produzido pela estimulacido: nem o U-0521 nem a hidrocorti-
sona atrasaram a recuperagio do efluxo espontineo da NA.

Os resultados das experiéncias com cocaina estdo resumidos na
Fig. 15 e Tabelas 3 e 4. Verifica-se, pela consulta da Tabela 3, que
a inibigio da captacio neuronal nio alterou sensivelmente os valores
percentuais das varias fraccOes relativamente ao efluxo espontineo
(houve apenas, um discreto aumento do efluxo da NMN). A fraccio
de libertacio foi, nas experiéncias com cocaina de 1,2X10-%, valor
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um pouco superior ao verificado para o grupo controlo, mas que nio
difere significativamente dele.

A cocaina modificou porém profundamente os valores percentuais
das fracgbes libertadas: supressio quase completa do efluxo de

COCAINA

-

NA DOPEG DOMA NMN OMDA

3

ng/g veia safena

L8]

g ¥

L

Fig. 15 — Efeito da cocaina no efluxo da NA e metabolitos em tiras de veia safena.
Ordenadas: ng/g de tecido, As colunas a branco representam o efluxo espontineo, cor-
respondente a 5 minutos de perfusio; a colheita das amostras do liquido de perfusio
iniciou-se aos 170 minutos de perfusio, apbds o fim da incubacio com NA-3H, S— pe-
riodo de estimulagiio (10 Hz, 2ms, 100 V) de 2,5 minutos. As colunas a preto, repre-
sentam o aumento do efluxo produzido pela estimulacio, relativamente ao efluxo espon-
tineo. A cocaina (10-"M), foi posta em contacto com a preparacio, a partir dos 160
minutos de perfusio e mantida até ao fim da experiéncia, Resultados de 5 experiéncias.

DOPEG, aumento do efluxo da NA e fraccbes metiladas. Em relacio
ao efluxo da NA produzida pela estimulacéio, a cocaina nao sé o inten-
sificou como o prolongou cerca de 10 a 15 minutos, isto é, a recupera-
¢do do efluxo espontineo da NA deu-se mais tardiamente (comparar
Fig. 15 com Fig. 12).

Os resultados das experiéncias com cocaina+U-0521 (Tabelas
3 e 4 e Fig. 16) diferem dos das experiéncias anteriores (cocaina)
no seguinte: a) o efluxo espontineo de NMN est4d diminuido; k) ha
diminuicio pronunciada do efluxo das fracgdes metiladas produzido
pela estimulacido; ¢) verifica-se um aumento do efluxo de NA e
DOPEG, produzido pela estimulagao.

A hidrocortisona quando associada & cocaina e U-0521 (ver
Tabela 4 e Fig. 17) reduziu a formacdo do DOPEG e aumentou o
efluxo da, NA, devidos & estimulacio.

A observacio das Figs,. 16 e 17, mostra-nos que a recuperacio do
efluxo espontdnen da NA, nas experiéncias com COC-+TU-0521 e
COC+TU-0521+hidrocortisona, apds a estimulacio estd atrasada.
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COCAINA + U-0521

L 3
-]

NA DOPEG DOMA NMN OMDA

Fig. 16— Efeito da cocaina + U-0521, no efluxo de NA-3H e metabolitos de prepara-
cdes de veia safena, Ordenadas: ng/g de tecido. Colunas a branco — efluxo espontineo
correspondente a 5 minutos de perfusio; z colheita das amostras iniciou-se aos 170
minutos de perfusio. S— periodo de estimulagio (10 Hz, 2 ms, 100 V) de 2.5 minutos.
Colunas a preto — efluxo devido & estimulacio. A cocaina (10 M) e o U-0521 (10-*M),
foram postas em contacto com a preparacic a partir dos 160 minutos de perfusio, e
mantidas até ao fim da experiéncia, Resultados de 3 experiéncias,

ng/g veia safena
b

N

¥

COC.+ U-0521+HIDROC,

veia safena
o

NA DOPEG DOMA NMN OMDA

ngg9
&

N

wl

Fig. 17 — Efeito da cocaina + U-0521 + hidrocortisona no efluxo da NA e metabolitos
em preparacio de veia safena. Ordenadas: ng/g de tecido. Colunas a branco: efluxo
espontineo de 5 minutos de perfusio; as colheitas iniciaram-se aos 170 minutos de
perfusio, S — perfodo de estimulacio (10 Hz, 2ms. 100 V) de 2,5 minutos, Colunas a
preto — efluxo produzido pela estimulagio, A cocaina (10-°M), o U-0521 (10-M) e a
hidrocortisona (2,8 X 10-5M), foram postas em contacto com a preparagio a partir dos
160 minutos de perfusio e foram mantidas até ao fim da experiéncia. Resultados de
3 experiéncias.
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A influéncia da inibicio da MAO na metabolizacio da NA, foi
estudada em preparacles de veia safena de animaisg tratados pela
iproniazida (ver Métodos). Recorreu-se a este processo de inibicdo
da MAO, porque a inibicdo «in vitro» exigia experiéncias muito pro-
longadas. Os resultados destas experiéncias estio resumidos nas
Tabelas 3 e 4 e Fig. 18. A analise da Tabela 3, mostra que o efluxo

IPRONIAZIDA

NA DOPEG DOMA NMN OMDA

ng/g veia safena
£

Fig. 18 — Efeito da iproniazida no efluxo di NA e metaholitos em preparacBes de veia
safena, Ordenadas: ng/g de tecido, As colunas a branco, representam o efluxo espon-
tineo correspondente a S5 minutos de perfusio; as amostras do liquido de perfusio ini-
ciaram-se aos 115 minutos, apds o fim da incubacio com NA-3H. § — periodo de esti-
mulacio (10 Hz, 2ms, 100 V) de 2,5 minuios. As colunas a preto, representam o efluxo
produzido pela estimulagio, As tiras foram obtidas de animais tratados pela iproniazida
(60 mg/kg 48 horas antes + 180 mg/kg, 24 horas antes). Resultados de 6 experiéncias
(6 animais).

espontineo de *H foi reduzido nas experiénecias com inibicAo da MAO
para cerca de 50 9, do efluxo das experiéncias do grupo controlo.
A diminui¢do do efluxo deve-se a uma menor capacidade de perda
das preparacdes com inibicAio da MAO, pois que a acumulacio de *H
nas preparacdes aos 120 minutos foi um pouco maior que a verificada
para igual periodo de perfusio nas preparacbes do grupo controlo
(preparacio com MAO inibida — 1,21 +- 0,09 ug/g; preparacio com
a MAO intacta — 1,08 +- 0,8 .g/g; P>04). Como era de esperar,
a inibicAo da MAO reduziu o efluxo espontineo dos metabolitos
desaminados (DOPEG e DOMA) e aumentou o efluxo da NA e da
NMN. A fraccio de libertacio verificada para este grupo de expe-
riéncias foi de 0,8X10-%, valor que se aproxima do referido para o
grupo controle. Os valores percentuais das fracedes libertadas foram.
como seria de esperar, profundamente alterados pela inibicio da MAO:
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aumento do efluxo da NA e NMN e reducao do efluxo das restantes
fraccbes. E de salientar que a inibicdo da formacdo de DOPEG, foi
maior no efluxo produzido pela estimulacio que no efluxo espontineo.
Curiosamente, apesar do efluxo da NA devido a estimulacio ser
maior nas experiéncias com inibicRo da MAO do que no grupo
controlo, a recuperacio do efluxo base, fez-se de forma semelhante
a verificada no grupo controlo (compare-se Fig. 18 com Fig. 12)
e diferentemente do que referimos para as experiéncias com cocaina
(isolada ou associada a outros farmacos).
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DISCUSSAO

Natureza do mediador responsavel pela contraccio produzida
pela estimulacio eléctrica de tiras de veia safena

Como tivemos ocasido de referir nog Resultados, a estimulacgio
eléctrica de tiras de veia safena produz uma contraccio que é pro-
porcional & duracdo do periodo de estimulacio, sendo justa-maxima
quando esse periodo atinge 5 a 6 minutos. Uma contracgio assim
obtida poderi, em principio, ser desencadeada por trés mecanismos:
estimulacio das fibras nervosas, estimulacio directa das fibras mus-
culares lisas ou ambos os processos. Furchgott em 1952 verificou
que a estimulagdo por corrente alterna, aplicada directamente &
aorta de Coelho, produzia uma resposta contractil bifésica: a uma
contraccao inicial rapida, que surgia durante a estimulacdo, seguia-se
uma contraccio gradual que se estabelecia logo que a estimulacio
era interrompida. O bloqueio adrenérgico pela dibenamina inibia a
segunda fase da resposta, sem contudo modificar a contracgio inicial.
Yates & Gillis (1963), utilizando a mesma preparagio e a mesma
técnica de estimulacio eléctrica, confirmaram os resultados de Fur-
chgott e concluiram que a segunda fase da resposta era devida &
libertacio de NA, podendo a fase inicial resultar da despolarizacao
directa das fibras musculares. Contudo, este tipo de resposta a esti-
mulacio eléctrica, poderd depender das condigSes metodoldgicas utili-
zadas por aqueles investigadores, nomeadamente da duracio prolonga-
da dos estimulos. De facto, Paterson (1965), Urquilla et al. (1970),
Wyse & Beck (1973) e Brandio (1976), verificaram que a estimulacao
eléctrica da aorta de Coelho, com estimulos de curta duracao, produz
despolarizacio selectiva dos terminais simpéticos, sem que haja des-
polarizagio directa das fibras musculares. '

Nas presentes experiénciag realizadas com a veia safena, nunca
observamos uma resposta bifasica a estimulacio eléctrica; sempre
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que se interrompe a estimulacio assiste-se, sistematicamente, a um
relaxamento répido da preparacio.

Outros factos demonstram que as contraccdes sio desencadeadas
pela libertagdo de NA dos terminais simpaticos: 1) potenciacio da
resposta pela cocaina; 2) antagonismo da contracgio pela fentola-
mina, fenoxibenzamina e guanetidina; 3) reducio da amplitude da
resposta em preparacbes depletadas de NA, e restabelecimento da
resposta pela incubacio destas preparacdes com NA; 4) fraca ampli-
tude das contraccdes provocadas pela estimulacio de tiras de veias
de animais simpaticectomizados; 5) aumento do efluxo de NA-°H
(em tiras incubadas com NA-*H) produzido pela estimulacio.

1) Potenciacio da resposta pela cocaina

Embora esteja referida em algumas preparages a possibiii-
dade da cocaina sensibilizar directamente as fibras musculares lisas
a NA (efeito pds-sinaptico) (Kasuya & Goto, 1968: Kalsner &
Nickerson, 1969 b; Guimaries & Brandio, 1973), a generalidade dos
dados experimentais sugere que a potenciacio da resposta & NA
pela cocaina resulta da inibicio da captagio neuronal (veja-se por
exemplo revisio de Trendelenburg, 1972). Estudos efectuados no
nosso laboratério com a veia safena, sugerem que a potenciacio
da resposta & NA pela cocaina resulta da inibigio da captacio neuro-
nal (Guimaries et al.,, 1971). A cocaina pode, em determinadas con-
dicOes experimentais, potenciar também a resposta i estimulacdo
dos nervos simpaticos (Trendelenburg, 1959; Haefely et al., 1964;
de la Lande, 1967). A potenciacio da resposta pela cocaina é geral-
mente mais marcada para a NA que para a estimulaciio simpética
(Hacfely et al., 1964; Benteley, 1966; de la Lande, 1967; Kauman,
1970). Contudo, a intensidade da potenciacido da resposta a estimula-
¢do pode depender das condicdes experimentais (Trendelenburg, 1959;
Haefely et al., 1964; de la Lande, 1967). Na veia safena verificamos
também que a potenciacdo da resposta pela cocaina, é mais marcada
para a NA que para a estimulacio eléctrica (ver Resultados). Admi-
tindo-se a hipétese de que a media¢io da resposta & estimulacio
eléctrica, & feita pela NA, estranhar-se-4 que a potenciacio dessa
resposta seja mais marcada quando ela é devida & prépria NA do que
a estimulagiio eléctrica. Varias hipoteses tém sido invocadas para
explicar esta discrepincia, observada nao sé em relacdo a veia safena
como também em outras preparagSes: a) E bem conhecida a accio
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anestésica local da cocaina. Segundo Hukovic & Muscholl (1962) esta
accio anestésica local sobre os nervos simpéticos poderia originar
uma redugdo da libertagio do mediador produzida pela estimulacio.
Contudo, as concentracdes de cocaina que utilizamos na veia safena,
nao determinaram qualquer reducdo na libertacio de *H produzida
pela estimulagio eléctrica. Pelo contririo, a fraccio de libertacio
das preparagdes sujeitas & cocaina, foi um pouco superior & que se
observou nas preparacdes sem cocaina; este dado experimental ndo
€ portanto favoravel a hipétese de a cocaina reduzir a libertacio do
mediador. Apesar disso, talvez essa hipOtese nio se possa excluir.
De facto, Langer (1970), verificou que na membrana nictitante pre-
viamente incubada com NA-*H, a fraccio de libertacio de *H pro-
duzida pela estimulacio simpatica poderia ser aumentada por concen-
tragdes baixas de cocaina e diminuida por concentracdes elevadas.
Verificacio semelhante foi feita no coracio de Coelho (Starke et al.,
1972). Estes dados experimentais sio compativeis com a hipétese
de, em situagido normal, parte da NA libertada pela estimulagio ser
captada e subsequentemente armazenada nas vesiculas adrenérgicas.
Sendo assim, ndo podercmos saber exactamente qual a fracedo de *H
realmente libertada para a biofase nas condiges em que o terminal
simpatico conserva a possibilidade de captar a NA libertada. Igno-
rando-se este parimetro, nio poderemos afirmar ou excluir a possi-
bilidade da accho anestésica local da cocaina sobre og terminais sim-
paticos, na concentracdo em que a utilizamos. b) Recentemente foi
descrita a existéncia de receptores adrenérgicos alfa no terminal sim-
patico, em numerosas preparacoes (Higgendal, 1970; vejam-se revi-
soes de Langer, 1977 e Starke, 1977). A activacio destes receptores
reduziria a quantidade de NA libertada por estimulo, enquanto que o
bloqueio destes receptores produziria o efeito contrério. A cocaina,
diminuindo a recaptacio da NA pela estimulacio, aumentaria a sua
concentracdo ao nivel destes sistemas pré-sinapticos o que condicio-
naria, pelo mecanismo referido, uma reducio da libertacio do me-
diador. Nas nossas condigoes experimentais, verificamos que a cocaina
aumenta o efluxo de NA-*H libertado pela estimulacio, sendo de
aceitar que haja um aumento da concentracio da NA a nivel da
biofase (potenciacdo da resposta a estimulacdo). Pelas razdes apon-
tadas em a), ndo poderemos afirmar ou excluir este mecanismo de
accdo da cocaina. ¢) Segundo um terceiro ponto de vista, a reducio
da recaptacdo neuronal da NA, tem sido verificada sempre que o
terminal simpéatico se encontra despolarizado (Trendelenburg, 1966,
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Higgendal & Malmfors, 1969; Palaic & Panisset, 1969; Lorenz &
Vanhoutte, 1975; Dubocovich & Langer, 1976). Se admitirmos esta
possibilidade, terlamos os terminais simpaticos despolarizados durante
parte do periodo de estimulagio eléctrica; durante o periodo de des-
polarizagio a recaptacido neuronal da NA libertada estaria reduzida.
Assim a cocaina, durante o periodo de despolarizagio, poderia nio
reforcar o efeito da estimulagio eléctrica. Este argumento, podera
explicar uma potenciacdo da resposta pela cocaina menor 3 estimu-
lagao eléctrica do que a NA. d) Um outro argumento que podera
explicar também a menor potenciagio da resposta pela cocaina & esti-
mulagio eléctrica do que a NA, poderi ser a diferenca do trajecto
percorrido pela NA quando é libertada ou quando é adicionada ao
banho de 6rgédos isolados. Quando se adiciona a NA a um banho de
6rgios isolados em que se encontra mergulhada uma tira de veia
safena & preciso, para que surja resposta, que a amina difunda até
& camada média, onde se encontram as fibras musculares. Sucede que
na veia safena as fibras simpaticas distribuem-se pela adventicia e
pela camada média (Coimbra et al, 1974). Nestas circunstincias
a NA, ao penetrar na parede da veia safena, vai sendo progressiva-
mente inactivada pelas estruturas (neuronais e extra-neuronais) que
vai atravessando. Assim, é admissivel que as fibras musculares mais
afastadas da superficie de contacto com o liquido nutritivo figuem
expostas a uma menor concentracio da amina, Dados auto-radiogra-
ficos com NA-*H, obtidos na veia safena (Osswald et al., 1971), sdo
compativeis com esta interpretacdo, A inibicdo da captagio neuronal
efectuada pela cocaina, condiciona uma diminuicio da perda da amina
ao longo do seu percurso na parede da veia, permitindo um aumento
mais acentuado da concentragido da NA junto das fibras musculares
de mais dificil acesso do que na vizinhanca das fibras mais superfi-
ciais. Quando se estimula electricamente a veia safena, a NA é liber-
tada junto das fibras musculares (tenha-se em conta o tipo de iner-
vagio simpatica e a reduzida distdncia neuro-muscular). Nestas cir-
cunstincias, a NA libertada tem um acesso mais facil as fibras mus-
culares do que a NA exdégena. Compreender-se-4 portanto que a
captacdo neuronal seja um mecanismo de perda mais importante para
a NA exo6gena do que para a NA libertada e dai que a potenciacio
da resposta pela cocaina seja mais marcada para aquela do que para
esta. As experiéncias realizadas na artéria central da orelha de
Coelho (de la Lande, 1967) apoiam esta interpretacdo. De facto, neste
vago, em ue os terminais simpaticos se distribuem exclusivamente
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a adventicia, a potenciagio da resposta pela cocaina & NA & muito
mais marcada quando esta é administrada através da adventicia do
que quando é administrada através da intima. e) Por fim, po-
der-se-4 admitir a possibilidade da resposta A estimulacio eléctrica
ser devida ndo s6 & libertagio de NA mas também 3 libertacio de
outro mediador ou & estimulacio directa das fibras musculares.
Admitindo-se esta possibilidade, a potenciacio pela cocaina sobre a
resposta & NA exdgena seria maior do que a verificada sobre a
resposta & estimulagio eléctrica.

Do exposto concluir-se-4 que o efeito sensibilizante da cocaina
sobre a resposta a estimulagfio eléctrica da veia safena indica que
a resposta a estimulacio é devida a libertacio de NA, nio permitindo
contudo, por si s6, excluir a possibilidade da participacio na res-
posta de outros mecanismos.

2) Antagonismo, pela fentolamina, fenoxibenzamina e guanetidina,
da contraccao provocada pela estimulacio

Varios dados experimentais mostram que os bloqueadores adre-
nérgicos alfa reduzem mais facilmente a resposta 3 NA do que a
estimulagdo simpética (Dale, 1906; Cannon & Rosenblueth, 1937;
Burtley & Smith, 1967; Bevan et al., 1973). Também na veia safena
verificamos que, para a mesma concentracdo, a fentolamina reduz
mais intensamente a resposta &4 NA que A estimulacio eléctrica.
Contudo, na aorta de Coelho, é mais fAcil inibir a resposta & estimu-
lagio nervosa do que a NA (Urquilla et al., 1970; Wyse & Beck,
1972). A facil inibigdo da resposta a estimulagio da aorta pelos blo-
queadores adrenérgicos parece residir no tipo de inervagio simpé-
tica deste vaso (Urquilla et al, 1970). A concentracio da NA liber-
tada junto do 6rgao efector parece relacionar-se inversamente com a
distancia neuro-muscular (Beven & Su, 1974). Assim, na veia safena,
atingir-se-ilam concentracdes de NA muito elevadas junto das fibras
musculares, durante o periodo de estimulacdo; para antagonizar os
efeitos da libertagio seriam obviamente necessirias concentracfes
elevadas de bloqueadores adrenérgicos. Por exemplo, na membrana
nictitante, em que a distincia neuro-muscular é pequena (Van Orden
et al, 1967; Esterhuizen et al., 1968), sdo necessarias concentracbes
elevadas (31 xM) de fentolamina para se obter uma supressio quase
completa da resposta & estimulagdo nervosa (Langer & Pinto, 1976).

Quanto a guanetidina é bem conhecida a sua propriedade de
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bloquear a resposta & estimulacdo dos nervos simpaticos (Maxwell
et al., 1960; Garrett & Sousa, 1963; Haeusler et al., 1969). Admite-se
que farmacos como a guanetidina e o bretilio antagonizem a resposta
a estimulagio dos nervos simpaticos por uma reducio da libertacéo
da NA, possivelmente por efeito anestésico local (Haeusler et al,
1969). Nas nossas experiéncias com a vela safena, verificamos que
a resposta contractil & estimulacio eléctrica era reduzida pelo con-
tacto da preparacio com a guanetidina; contudo 86 obtivemos uma
reducio franca da resposta para concentragdes elevadas desta subs-
tAncia. Blinks (1966) verificou, na auricula isolada, que eram neces-
sarias concentracOes mais altas de bretilio para suprimir a resposta
4 estimulacio de campo do que a estimulacio dos nervos simpaticos.
Quando se estimulam os nervos simpaticos, o influxo nervoso tera
de ser conduzido até aos terminalis, local em que ocorre a libertacio
do mediador. A condugdo nervosa parece ser facilmente bloquedvel
pelos fairmacos do tipo do bretilio. Quando se procede & estimulacio
de campo, os terminais simpaticos sdo despolarizados, sem que haja
necessidade de haver conducido do impulso nervoso. E de admitir
portanto, que a despolarizacio dos terminais produzida pela estimu-
lagdo de campo seja de dificil blogueio pelo bretilio ou pela guane-
tidina.

Assim, o facto de os bloqueadores alfa e a guanetidina reduzirem
intensamente a amplitude da resposta & estimulacdo eléctrica, indica
que a resposta é devida fundamentalmente a libertacdo da NA. A res-
posta residual & estimulacio eléctrica verificada em preparacdes expos-
tas a altas concentracbes de bloqueadores alfa ou de guanetidina,
poderé ser devida & NA ou a outro mecanismo (libertacdo de outro
tipo de mediador ou & estimulagdo directa das fibras musculares).

3) Reducido da amplitude da resposta provocada pela deplecio de
| NA e seu restabelecimento pela incubacdo com NA

Est4 ainda por esclarecer a relagio entre a quantidade do media-
dor existente nos neurénios adrenérgicos e a sua capacidade funcional
(Antonaccio & Smith, 1974). A reserpina produz, quando adminis-
trada a animais de experiéncia, uma deplecio da NA nog terminais
simpéticos e a perda simultdnea da mediacio adrenérgica (Carlsson
et al., 1957). Contudo s6 se verifica uma reducdo da resposta a esti-
mulacio dos neurdnios adrenérgicos para deple¢bes intensas do media-
dor. Por exemplo, Lee (1967), apenas verificou uma redugio das res-
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postas & estimulacio dos nervos simpaticos, na auricula e na mem-
brana nictitante, para deplecdes superiores a 50 9,. Foram observadas
respostas & estimulacdo dos nervos simpaticos, em 6rgios de animais
reserpinizados, em que a deplecio da NA era superior a 90 9, (Andén
et al, 1964; Andén & Henning, 1966). Na auricula de Cobaia, Anto-
naccio & Smith (1974) verificaram que as respostag (& estimulagio
de campo ou & estimulagio dos nervos simpaticos) estdo preservadas
mesmo com deplecdes de NA superiores a 91 9%,. E de admitir por-
tanto que a transmissio adrenérgica possa funcionar normalmente
com pequenas quantidades de NA existentes nos terminais simpéa-
ticos (Antonaccio & Smith, 1974). Langer & Pinto (1976), verifica-
ram que na membrana nictitante de animais reserpinizados era possi-
vel obter uma resposta 4 estimulagio dosg nervos simpéaticos de cerca
de 50 %,da maxima, com deplecio quase completa da NA. A resposta
residual era resistente ao bloqueio adrenérgico alfa. Como em animais
normais o bloqueio adrenérgico alfa suprimia praticamente a resposta
da membrana nictitante a estimulacdo dos nervos simpaticos, aqueles
autores concluiram que sob o efeito da reserpina a media¢ao simpitica
pode modificar-se ndo s6 quantitativamente mas na natureza do
mediador libertado. Nao sabemos até que ponto estas conclusGes
baseadas em experiéncias da membrana nictitante se podem genera-
lizar para outros érgaos da mesma espécie animal ou para os 6rgios
de espécies diferentes.

Na veia safena de animais reserpinizados, verificamos que era
possivel obter praticamente o desaparecimento da resposta 4 estimula-
cao eléctrica sempre que a deplegio de NA era muito intensa. Contudo,
mesmo para deplegbes muito acentuadas, havia sistematicamente uma
pequena resposta residual. Dado que a deplecdo de NA obtida pelo
tratamento com reserpina nunca foi completa, ndo se podera excluir
a possibilidade da resposta residual resultar da libertacio de NA.
Verificamos também, na veia safena de animais reserpinizados, que
a resposta a estimulagfo eléctrica podia ser parcialmente restabele-
cida pela incubacio das preparacGes com NA. Contudo, o restabele-
cimento da resposta desaparecia rapidamente & medida que se repe-
tiam as estimulaces. Resultados semelhantes tinham ja sido obtidos
no intestino por Gillespie & Mackenna (1961). Os resultados obtidos
na veia safena e no intestino de animais reserpinizados sugerem que
a captacdo para depoésitos especificos é muito limitada, ou ocorre
80 para um pequeno compartimento.

Para além dos efeitos pré-sinapticos, a reserpina pode condicio-
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nar, para doses elevadas, alteracoes estruturais e funcionais do orgio
efector e através delas modificar a resposta a varios agonistas (veja-se
por exemplo revisio de Stitzel, 1976). Contudo, na veia safena de
animais tratados pela reserpina, a NA, nas concentracdes geralmente
utilizadas, produziu uma resposta aparentemente normal. Esta cons-
tatacdo experimental, ndo apoia por conseguinte a hipétese de a re-
serpina deprimir a resposta & estimulacio da veia safena por um
mecanismo poés-sinaptico.

Parece-nos que os dados que obtivemos em animais reserpiniza-
dos, ddo apoio a hipétese que admitimos de que a resposta contractil
a estimulagio eléctrica da veia safena resulte da libertacio de NA.

4) Fraca amplitude das contraccdes provocadas pela estimulacio
de tiras de animais simpaticectomizados

A interrupgio cirlrgica das fibras simpéticas pds-ganglionares
condiciona uma degenerescéncia progressiva dos terminais simpéticos
e redugdo do conteido em NA dos 6rgios inervados (ver revisio
de Thoenen, 1972). No Cio, a interrup¢iio unilateral do simpatico
lombar juntamente com a periarteriectomia femoral homolateral, re-
sulta na desnervagio quase completa da veia safena da pata do
mesmo lado, ao fim de 8 a 10 dias apds a intervencio cirfirgica
(Guimaries. et al.,, 1971). Verificaram também estes investigadores,
que o grau de deplecio em NA de veias de animais simpaticectomiza-
dos, se correlacionava directamente com a sensibilidade & NA e com o
prolongamento do efeito contractil (observado em 6leo) produzido
pela NA. Nas nossas experiéncias, com veias safenas desnervadas
pela mesma técnica, sempre que a deplecdo em NA era muito intensa,
a sensibilidade & NA era grande e o relaxamento de tiras contraidas
por esta amina era lento e a resposta a estimulacio eléctrica era
muito reduzida, embora nunca tivesse sido nula. Como o teor em NA
das veias nestas condigOes era superior ao limite inferior da sensibi-
lidade do método utilizado para o seu doseamento, é admissivel que
a desnervacio nao fosse completa. Nestas circunsténcias, a resposta
residual & estimulagio eléctrica poderia resultar da libertacio de NA
de alguns terminais que nio sofreram degenerescéncia.

Embora seja plausivel esta explicacdo, nido podemos evidente-
mente afastar a possibilidade de a resposta residual & estimulacio
resultar da excitagio directa das fibras musculares lisas.
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5) Libertacio de NA-*H (de veias previamente incubadas com
NA-‘H) produzida pela estimulacio eléctrica.

Como se referiu nos resultados, a estimulagio eléctrica de prepa-
ragbes carregadas com NA-“H, da origem ao aparecimento dum efluxo
constituido por apreciaveis quantidades de NA-*H. A discussdo acerca
da origem da NA-H libertada, serd contudo feita posteriormsnte.

Para finalizar, a série de factos apontados, leva a concluir que
a resposta a estimulagio eléctrica efectuada nas nossas condicdes
experimentais, é fundamentalmente devida a libertagdo de NA. Toda-
via, nao é possivel excluir completamente a possibilidade da partici-
pacido de outros mecanismos, tais como a libertagio doutros media-
dores ou a estimulagdo directa dag fibras musculares, embora se nio
tenham aduzido provas para a intervencio de tais mecanismos.

Inactivacio do mediador libertado por estimulacao eléctrica da
veia safena

Como ndo dispomos de métodos que nos permitam determinar
directamente a concentracio de NA existente na biofase, o estudo
da inactivacio do mediador simpatico, libertado por estimulagic
nervosa, tera de se basear necessariamente em métodos indirectos.
A «imersdo em 6leo» descrita por Kalsner & Nickerson (1968 a), tem
sido um método largamente utilizado para o estudo da inactivacio
de varias aminas simpaticomiméticas. A inactivacio da NA tem sido
estudada em variadas preparacbes: aorta de Coelho (Kalsner &
Nickerson, 1968 b, 1969 a, b e ¢, Wyse 1974); veia safena de Cio
(Osswald et al., 1971; Guimarédes et al., 1971; Guimaries & Brandio,
1972); capsula de bago de Gato (Brandio & Guimaries, 1972);
artéria da cauda do Rato (Wyse, 1976) ; artéria mesentérica de Cio
(Guimardes & Paiva, 1977). A adaptacdo desta técnica ao estudo
da inactivagio do mediador simpético libertado por estimulagio
nervosa, foi mais recentemente ensaiada (Brandio & Guimaries,
1974; Wyse, 1974). Como qualquer método indirecto, a técnica de
«imersdo em Oleo» adaptada ao estudo da inactivacio do mediador
simpatico, baseia-se num certo nimero de pressupostos: 1) que na
mesma preparacdo, & mesma amplitude de resposta produzida pela
estimulacio eléctrica (e inferior & resposta méxima) corresponde
a mesma concentragio de mediador existente na biofase; 2) que os
inibidores «selectivog» dos mecanismos de inactivagdo, nio interferem
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com a contraccao (efeito pds-sinaptico) nem com o mecanismo de liber-
tagao do mediador; 3) que os metabolitos do mediador simpatico,
acumulados na preparagfo, ndo interferem directa ou indirectamente
com o relaxamento, nem com os mecanismos de libertagio; 4) que
o tempo de relaxamento em o6leo, calculado para 50 9, do relaxa-
mento apés a estimulagdo, possa ser tomado como a medida directa
da actividade dos mecanismos intrinsecos de inactivacio do mediador;
3) (que o prolongamento do relaxamento observado apds a inibicdo
de cada via de inactivacio constitua a medida da participacio desse
mecanismo.

Foram utilizados os seguintes inibidores selectivos: cocaina para
a captacio neuronal; iproniazida para a MAO (Kalsner & Nickerson,
1969 a); U-O521 para a COMT (Gillis & Miller, 1967); cortexona
para a captacio extra-neuronal (Iversen & Salt, 1970).

Como nas nossas experiéncias a mesma preparacio foi submetida
a varios periodos de estimulacdo de 6 minutos (geralmente 3), poderia
suceder que a quantidade de NA libertada em cada periodo de esti-
mulacéo, diminuisse gradualmente. E de notar porém, que para a
mesma preparacio e na auséncia do emprego daqueles inibidores, a
amplitude de resposta, para cada periodo de estimulacio, se manteve
quase constante. Estes resultados sugerem que a concentracio de NA
na biofase, no fim de cada periodo de estimulacio, tenha sido sen-
sivelmente constante, para os varios periodos a que as preparacdes
foram sujeitas.

Como serd analisado mais adiante, as fraccoes de libertacio
de *H também nio foram modificadas pela cocaina ou U-0521, nas con-
centracOes utilizadas nas experiéncias de relaxamento, o que sugere
que estes inibidores nio interferiram com os mecanismos de liberta-
cdo de NA. Também a cortexona nio parece interferir com os me-
canismos de libertagdo do mediador (Branddo, 1977). Nas prepara-
coes de veia safena de animais tratados com iproniazida, a fraecdo
de libertacdo de *H foi sensivelmente semelhante & dog animais nio
tratados, o que sugere que também este inibidor nfo interfere com
a libertacdo do mediador simpatico.

Em relacio a possibilidade de os metabolitos da NA formados
na propria preparacao poderem interferir com a libertacio do media-
dor ou na sua inactivacgfo, trata-se de um problema que nao esta
esclarecido, como ndo estd esclarecida a possibilidade da sua inter-
feréncia com a resposta contractil & NA. E sabido que a NMN pode
impedir a captacio da NA pelo sistema extra-neuronal (Burgen &
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Iversen, 1965). Contudo, se a velocidade de relaxamento apds a
estimulacdo, dependesse da formacio da NMN, a inibicio da COMT
deveria aumentar a velocidade de relaxamento. Porém, os resultados
das nossas experiéncias (ver Resultados), nio apoiam essa possibi-
lidade pois que a inibicdo da COMT, isoladamente, nio alterou o Ts,,
e pelo contrario prolongou o relaxamento das preparacdes tratadas
pela cocaina.

Quanto ao mecanismo, pelo qual a inibicio da COMT, ou da
MAO, podem prolongar o relaxamento, é questio em debate. Para
Kalsner & Nickerson (1969 a, b e ¢), a inibi¢cio da COMT ou da MAO,
prolongam o relaxamento em 6leo, de aortas contraidas previamente
pela NA, por impedirem a remocio da amina da biofase. Para
Trendelenburg (1974), a inibicdo daquelas enzimas, prolonga o rela-
xamento em liquido nutritivo, de aortas contraidas previamente pela
NA, porque nessas circunstincias (com as enzimas inibidas), havera
acumulacdo da NA (durante a exposi¢io & amina) em compartimen-
tos neuronais e extra-neuronais e, durante o relaxamento, a amina
abandona estes compartimentos, passando para a biofase e prolon-
gando assim a resposta. Isto €, para Kalsner & Nickerson, os sistemas
neuronal e extra-neuronal, funcicnariam apenas como locais de perda
da amina; para Trendelenburg, estes sistemas, poderiam funcionar
(principalmente quando as enzimas estdo inibidas) como locais de
origem de efluxo. Mais recentemente, Kalsner (1975), em experién-
cias de relaxamento em solucio de Krebs-Henseleit, obteve evidéncia
de que quando as enzimas (MAO e COMT) estfo intactas, o sistema
extra-neuronal se comporta apenas como local de perda de NA;
porém, quando aquelas enzimas estdo inibidas, o sistema extra-neu-
ronal pode funcionar como local de origem de efluxo, o que confirma
as conclusdes de Trendelenburg (1974). Também, na veia safena, em
experiéncias de relaxamento em liquido nutritivo, Guimaries & Paiva
(1977) verificaram que o sistema extra-neuronal, pecde funcionar como
local de origem de efluxo de NA. Resta porém, demonstrar se os
sistemas neuronal e extra-neuronal, funcionam do mesmo modo,
quando a difusio estd inibida pela imersio em Oleo. Indepen-
dentemente da interpretacio apresentada, quanto ao mecanismo
pelo qual a inibigdo enzimética pode prolongar o relaxamento, o certo
é que esse prolongamento traduz a participacio desses mecanismos
na inactivacdo da NA. Por isso, pensamos que a técnica de imersio
em Oleo continua a ser um meio valido para o estudo dos mecanismos
da inactivacio do mediador simpatico.
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As nossas experiéneias de relaxamento em 6leo de preparacdes
de veia safena previamente contraidas pela estimulacio eléctrica
mostraram o seguinte: 1) a resposta contrictil desaparece rapi-
damente, quando os mecanismos de inactivacio estio intactos
(Tso —cerca de 1 min); 2) considerando isoladamente as vArias
vias de inactivacio (captagfio neuronal, captacio extra-neuronal,
metilagdo e desaminacdo), apenas a captacao neuronal parece desem-
penhar um papel importante na terminacfo da resposta a estimulacéio:
3) a inibicdo simultinea da captacdo neuronal e extra-neuronal, su-
prime praticamente a inactivacio do mediador simpatico; 4) a ini-
bicio da metilagdo reforca os efeitos da inibicAo da captacdo neu-
ronal; 5) a inibicdo da MAO nfo modificou sensivelmente os efei-
tos da cocaina no relaxamento.

Os estudos de histoquimica e de morfologia ultra-estrutural mos-
traram que a inervacdo adrenérgica difere muito de 6rgio para érgéo,
existindo pelo menos trés tipos de diferencas importantes: densidade,
disposicio e distincia neuro-muscular. Embora nio haja diividas
quanto & existéncia destas diferencas, nio é ainda possivel afirmar
com certeza, qual delas € a mais importante, como parimetro que
condicione a concentracio de NA nos receptores (Trendelenburg,
1972). A veia safena é um vaso ricamente inervado com as fibras
simpéaticas distribuidas por toda a camada média, e em que a distincia
entre o terminal adrenérgico e as fibras lisas é bastante pequena
(Coimbra et al., 1974). Tendo em conta estes pardmetros de tipo
morfolégico poderemos analisar os mecanismos de inactivacio do
mediador simpatico. Dadas as relacdes de grande proximidade entre
o terminal simpético e as fibras musculares, compreender-se-4 nfo
86 o papel relevante da captacdo neuronal na terminacio da resposta
a estimulacdo, como a fugacidade dessa resposta. B conhecida a
grande avidez do sistema de transporte da NA pelo terminal simpético
(Iversen 1971); a captacdo neuronal é pois um mecanismo de inacti-
vacdo extremamente eficiente, As relages de proximidade entre o
terminal simpético e as fibras musculares explicam que a resposta
4 estimulacio ocorra poucos segundos apds o infcio da estimulaciio.
Em érgios em que a distincia neuro-muscular é maior que na veia
safena, o periodo de laténcia (entre o inicio da estimulacfio e o infcio
da resposta) é também maior, como sucede na aorta (Brandio, 1976).

Embora a inibicdo da captacio extra-neuronal ou da COMT nio
prolonguem na veia safena o relaxamento da contraccio devida a
estimulagdo eléctrica, os nossos dados ndo permitem excluir a sua
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participacio na inactivagio do mediador. De facto, pode suceder que
o papel destas vias de inactivacdo possa ser desempenhado vicarian-
temente pela captagio neuronal, quando estas vias se encontram
inibidas. Contudo, se algum papel estas vias desempenham, ele nio
parece ser de relevo comparivel ao do sistema neuronal.

Quando o sistema neuronal esta inibido, o sistema extra-neuronal
é responsavel pela inactivagdo do mediador. A inactivagido pelo sis-
tema extra-neuronal parece exercer-se fundamentalmente através
da COMT. De facto, a inibicdo da inactivacio causada pela cocal-
na+cortexona foi apenas levemente superior & obtida com co-
caina+U-0521. Esta pequena diferenca (cerca de 7 9,), podera ser
atribuida a uma inibicio incompleta da COMT ou a participacio
de outro ou outros mecanismos. Na veia safena, Osswald et al. (1971),
verificaram que a iproniazida prolonga o relaxamento de preparacdes
contraidas pela NA exdgena e tratadas pela cocaina; também em
preparactes de veia safena desnervadas cirurgicamente, a iproniazida
prolonga o relaxamento destas preparagbes contraidas pela NA
exOgena (Guimardes & Brandao, 1972). Ha assim evidéncia da parti-
cipacio da MAQ extra-neuronal, na inactivacio da NA exdgena.
Contudo, para a estimulacio eléctrica, a iproniazida nio reforca os
efeitos da cocaina no relaxamento. Nao obtivemos portanto, evidéncia
da participacio da MAO extra-neuronal na inactivacdo do mediador
libertado por estimulagdo nervosa. Um outro mecanismo nio neuronal,
de inactivagdo, poderia ser a ligacio do mediador a fibras elasticas
e de colagénio (Powis, 1973). A ligacdo da NA a estas fibras parece
ser impedida pela oxitetraciclina (Powis, 1973), Contudo, na veia
safena, verificamos que a oxitetraciclina ndo altera a resposta &
estimulacido eléctrica nem o relaxamento de preparacbes tratadas
previamente pela cocaina e contraidas pela estimulacio eléctrica
(resultados ainda nfo publicados). Também Kalsner (1976) nac con-
seguiu reproduzir na artéria central da orelha do Coelho os resultados
obtidos nesta preparacio por Powis (1973). Existem portanto davi-
das quanto & importincia da ligacio do mediador simpatico as fibras
de colagéneo ou de elastina, como via de inactivacio.

O tratamento com iproniazida apenas reduziu discretamente a
capacidade de inactivacdo da veia safena em relacio a NA libertada
por estimulacdo nervosa. Como ji foi referido, o tratamento com
iproniazida nfo reforcou o efeito da cocaina sobre o relaxamento, o
que indica que a MAO extra-neuronal nio parece desempenhar qual-
quer papel na terminacfio da resposta a estimulagio nervosa. Assim,

71



o discreto prolongamento do relaxamento observado nas preparagdes
tratadas com iproniazida (e sem qualquer outro tratamento adicional)
nio € de admitir que essa falta do prolongamento do T;, seja devida
a uma modesta inibicio da MAO pela iproniazida; de facto a ipronia-
zida prolonga intensamente a resposta & NA ex6gena (Osswald et al.,
1971) e inibe intensamente a desaminacdo da NA-*H libertada pela
estimulacio eléctrica (ver Resultados). O que parece suceder é que
apesar da inibicio da MAO intra-neuronal, a NA libertada para
a biofase pode continuar a ser removida por captacio neuronal
acumulando-se no axoplasma do terminal simpéatico e do qual pode
regressar lentamente & fenda sinaptica (Furchgott & Sanchez-Garcia,
1968), prolongando o relaxamento. Para a generalidade dos vasos
sanguineos, a desaminacio ndo parece ser importante na terminacio
das respostas & estimulacdo dos nervos simpéticos (Gillis, 1971;
Brandio & Guimaraes, 1974; Wyse, 1974; Wyse, 1976). A termina-
¢ao da resposta & estimulacio eléctrica depende principalmente da
captacdo neuronal e da metilacdo (Gillis, 1971; Brandio & Guima-
ries, 1974; Wyse, 1974; Branddo, 1976; Wyse, 1976).

Os resultados da inactivacio da NA exdgena nio deverdo ser
extrapolados para o caso da terminacdo da resposta & estimulacdo
nervosa.. De facto se compararmos os nossos resultados referentes
a terminacio da resposta & estimulacao eléctrica com os resultados da
inactivacdo da NA exdégena (Osswald et al., 1971), facilmente damos
conta da existéncia de algumas diferencas importantes. Devera salien-
tar-se que ambos os estudos foram feitos na veia safena, a partir
de respostas justa-maximas (quer para a estimulacio eléctrica quer
para a NA exdgena) e com a técnica de «imersdo em éleo». As prin-
cipais diferencas parecem ser as seguintes:

a) A terminacio da resposta & NA exdgena faz-se cerca de 10 vezes
mais lentamente do que apés a estimulag@o eléctrica.

b) A desaminacio é o mecanismo mais importante na inactivacio
da NA ex6gena, sendo contudo de reduzida importancia para o
desaparecimento da contraccio devida a estimulacio.

c) A inibicAo da metilacio prolonga o relaxamento da resposta a
NA exégena, ndo modificando contudo o relaxamento das tiras
contraidas pela estimulacdo eléctrica (na auséncia de inibicdo
da captacio neuronal).
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d) Ha a evidéncia da participacio da MAO extra-neuronal apenas
na inactivacio da NA exbgena.

Torna-se dificil interpretar a razio de ser destas diferencas,
dado que nio sabemos se as respostas contracteis & NA exégena
ou 3 estimulacido resultam da contraccio das mesmas fibras muscu-
lares. No caso de nao serem as mesmas, a explicacio das diferencas
podera ser feita pelas variagdes de estrutura (por exemplo diferencas
de proximidade entre os terminais adrenérgicos e as fibras muscu-
lares) ou de actividade enzimatica, ou de sistemas de transportes da
amina. Tendo em conta que, na veia safena, og terminais adrenér-
gicos se distribuem a toda a camada média, é de admitir que o me-
diador simpético possa ser libertado em toda a parede do vaso; pode
contudo ser libertado mais intensamente numas regides do que
noutras. Para a NA exégena, a distribuicdo da amina na parede
do vaso pode fazer-se de forma heterogénea (Torok & Bevan, 1971,
Osswald et al, 1971; Kalsner 1972). Reduzindo porém o modelo
experimental & sua forma malis simples, poderemos admitir que as
fibras musculares responsaveis pelas respostas a estimulagio simpa-
tica e & NA exégena sejam as mesmas e que, em ambos 08 €asos,
a concentracio da amina na biofase, no inicio do relaxamento, seja
também a mesma. Como o relaxamento é mais lento para a NA
exdgena do que para a estimulacgio, teremos de admitir que a guan-
tidade de amina a inactivar é maior no primeiro caso do que no
segundo. Isto leva-nos a admitir que, durante a contraccio, a amina
libertada por estimulacdo ou pela adicdo de NA possa acumular-se
na biofase e em compartimentos fora da biofase (neuronais e extra-
-neuronais). Durante o relaxamento, a amina acumulada nos com-
partimentos fora da biofase vai sendo progressivamente metabolizada
(pela MAO ¢ pela COMT) ou acumulada nas vesiculas adrenérgicas;
a medida que a concentragio da amina nos compartimentos neuronais
e extra-neuronais se for reduzindo, a NA existente na biofase vai
sendo progressivamente removida para estes compartimentos, resul-
tando assim o relaxamento. Sendo assim, a quantidade de amina
acumulada fora da biofase, no fim da contraccio, serd maior no
caso de se usar NA exdgena do que no caso de se proceder & estimu-
lacio. Como consequéncia, o relaxamento serd mais répido no pri-
meiro do que no segundo caso. Por outro lado, a inibigcdo enzimitica
poderi permitir uma maior acumulacio da amina fora da biofase
no caso da NA exdgena do que no caso da estimulacio, o que implica
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uma resposta mais prolongada para a NA exdégena do que para a
estimulacio.

Alguns dados experimentais sio compativeis com a interpretacio
que acabamos de dar a respeito das diferencas na terminacio das
respostas & NA exdgena e & estimulacio. Assim, na veia safena
verifica-se que a importincia da desaminacio como via de inactivacio
de NA exégena aumenta 3 medida que se elevam ag concentracdes
de NA (resultados ainda niio publicados) ; na aorta, Kalsner & Nicker-
son 1969 a) verificaram também que a desaminacio é mais impor-
tante para concentracGes altas de NA do que para concentracoes
baixas. Wyse (1974) verificou que, para baixas concentracdes de NA
exdgena, o valor relativo dos vArios mecanismos de inactivacao é
semelhante aos verificados para a estimulacio eléctrica, embora a
metilacio e a desaminaciio fossem um pouco menos importantes para
o caso da NA libertada.

Consideramos a participagio dos mecanismos intrinsecos da pre-
paracdo, responsiveis pela terminacio da resposta 3 estimulacio
eléctrica. Contudo, em condicdes fisiolégicas, além da participacao
dos mecanismos intrinsecos, a difusio deveria ser também tomada
em conta. Por isso, em algumas das nossas experiéncias, as prepara-
¢oes de veia safena foram contraidas em 6leo, mas o relaxamento
foi feito em liquido nutritivo (ver Métodos). Os resultados obtidos
(Tabela 2), mostraram que, em certas circunsténcias, a difusio pode
participar na terminacio da resposta i estimulacfio. Na situacio de
controlo, e mesmo quando a captacdo neuronal estd impedida pela
cocaina, a difusdo praticamente nfo participa na terminacio da res-
posta. Contudo, quando a captacio neuronal e extra-neuronal (ou
a COMT), estdo inibidas, a difusio passa a ter uma certa importincia
na terminacdo da resposta & estimulacdo. Para outras preparacdes,
como a aorta, a difusio pode ser relativamente mais importante na
terminacio da resposta a estimulacio nervosa (Brandio, 1976).
Condicionantes de natureza morfolégica podem facilitar a difusdo na
aorta (Torok & Bevan, 1971). Também na artéria central da orelha
do Coelho, vaso em que os terminais adrenérgicos se distribuem
apenas & adventicia (como na aorta), a difusio faz-se sobretudo pela
adventicia (Allen et al., 1973. Steinsland ef al., 1973). O facto de,
na veia safena, os terminais simpaticos existirem na camada média.
podera limitar a difusio do mediador para fora da preparacio.
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Caracteristicas do efluxo espontineo de tiras de veia safena
incubadas com NA-°H

Como o objectivo principal das experiéncias com NA-H era o
estudo da metabolizacio da NA libertada pela estimulacido nervosa,
foi necessario estudar o efluxo esponténeo de preparacdes previamente
carregadas com (-)-NA-*H. Era objectivo prioritario definir um
periodo de perfusdo, em que o efluxo da NA-*H e dos seus metabo-
litos se mantivesse estavel, por forma a poderem ser determina-
das as modificacdes do efluxo produzidas pela estimulacio eléctrica.
Secundariamente, importava esclarecer a origem (neuronal, extra-
-neuronal ou extra-celular), de cada uma das fraccbes marcadas
que aparecia no liquido de perfusio.

Para a concretizacio destes objectivos, fizeram-se incubacdes de
tiras de veia safena com (-)-NA-*H (1,4 pM) durante 60 minutos;
ao fim da incubacdo as preparacdes foram perfundidas durante 215
minutos com solucdo de Krebs-Henseleit. Determinou-se a acumu-
lacio de NA-*H e seus metabolitos, nas preparacdes, no inicio ¢ no
fim da perfusio. A separacio da NA-*H e seus metabolitos nas
amostras do liquido de perfusido permitiu-nos tracar o perfil do
efluxo espontdneo daquelas substéincias, ao longo da perfusio. Para
se estudar a influéncia da captagio neuronal na acumulacio e¢ no
efluxo espontdneo das varias fraccles, fizeram-se experiéncias em
que a cocaina (4X10-°M) esteve presente durante a incubacio e a
perfusdo (ver Métodos).

Como referimos nos Resultados, as preparacSes ndo submetidas
4 accido da cocaina acumularam, no fim da incubacio, quantidades
apreciaveis de *H, correspondendo quase sé a NA-H (cerca de 80 %) e
a uma pequena quantidade de metabolitos (OMDA 9 9,; DOMA 7 9, ;
DOPEG 4 9,; NMN 1 9%). Durante a perfusio estas preparacoes
perderam cerca de 42 9, de *H da quantidade acumulada durante a
incubacdo. Ao fim da perfusdo, o *H ainda acumulado nas prepara-
coes estava assim distribuido (valores percentuais): NA 86, OMDA 8§,
DOMA 5, DOPEG+NMN cerca de 1. Vemos assim que, aparente-
mente, a perfusio facilitou relativamente mais a perda de DOPEG,
do que a das restantes fracgGes. A saida de *H para o liquido de
perfusfio fez-se, aparentemente, em dois periodos distintos: durante
os 90 minutos iniciais o efluxo era intenso, mas decrescia rapidamente
para se manter relativamente estavel durante os 120 minutos finais
da perfusdo; nesse Gltimo periodo, a semi-vida de *H foi de 156 minu-
tos (ver Fig. 7).
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A Fig. 8 mostra-nos que o efluxo de todas as fracedes durante
os 90 minutos iniciais decai rapidamente, parecendo, durante este
periodo, a diminui¢do do efluxo da NA ser mais rapida do que a das
restantes fraccdes. A partir dos 90 minutos de perfusio, o efiuxo
das varias fracgbes manteve-se relativamente estavel, havendo uma
diminuicdo progressiva do efluxo de todas as fraceGes, de forma
aparentemente paralela. Durante o periodo «estivels, a importéncia
relativa do efluxo de cada uma das fracgdes, foi por ordem decres-
cente: DOPEG > DOMA > NA > NMN. A contribuicio do efluxo
da NA e NMN durante o perfodo «estivels, foi muito modesta (infe-
rior a 10 9, do efluxo total de *H).

Os resultados das experiéncias com cocaina, mostraram-nos fun-
damentalmente, as seguintes diferencas em relacdo aos resultados
das experiéncias sem cocaina:

1) A cocaina reduziu, pronunciadamente, a acumulacio de NA-*H
nas preparagbes, nio s6 no fim do periodo de incubagio, mas
também, e mais acentuadamente, no fim da perfusio (sendo
nestas apenas 13 %, do controlo).

2) Aparentemente, a inibicio da captacdo neuronal intensificou a
acumulagio de OMDA nas preparacdes (no inicio e no fim da
perfusio) e o efluxo espontineo desta fraccio. Nestas prepara-
cOes tratadas pela cocaina, o efluxo da fraccio OMDA man-
teve-se relativamente estivel dos 120 aos 215 minutos, tendo
uma semi-vida de 144 minutos.

3) A cocaina intensificou a perda de *H durante a perfusio (perda
que foi de 80 %, nas experiéncias com cocaina e como ji referi-
mos de apenas 42 9, nas preparaces normais).

4) A inibicdo da captacio neuronal reduziu fortemente o efluxo
das fracgdes DOPEG e DOMA.

9) O cocaina intensificou o efluxo da NA e da NMN nos 15 minutos
iniciais, sendo o efluxo destas fraccdes quase insignificante a
partir dos 90 minutos de perfusio.

Uma vez que nestas experiéncias de incubacio e perfusio se
nao procedeu a inibicio enziméatica, teremos de admitir que, durante
a perfusdo, o efluxo dos metabolitos da NA-*H se deve, nio s6 a
perda dos metabolitos acumulados nas preparagdes no inicio da per-
fusdo, mas & metabolizacdo da NA-*H durante este periodo.
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As caracteristicas do efluxo espontineo de (-)-NA-*H, foram
estudadas na aorta por Henseling et al.,, (1976). Estes investigadores
mostraram que, quando as enzimas estdo inibidas (MAO e COMT),
a NA pode acumular-se (durante a incubagio) em varios comparti-
mentos, os quais durante a perfusfo se esvaziam com velocidades
diferentes: compartimentos extra-celulares (compartimentogs I e II),
com semi-vidas inferiores a 1 minuto; compartimentos extra-neuro-
nais III e IV, com semi-vidas respectivamente de 4 e 19 minutos;
compartimentos neuronais, IV ¢ V, com semi-vidas de 19 e 249 mi-
nutos. Aqueles investigadores mostraram, ainda, que uma parte con-
sideravel da NA acumulada ndo participa no efluxo ao longo dos
240 a 250 minutos de perfusdo; esta fraccio da NA acumulada
(«bound fraction») correspondia, muito provavelmente, 4 amina
acumulada nas vesiculas adrenérgicas. Também no coracio a NA
abandona rapidamente os compartimentos extra-celulares e extra-
neuronais saindo, contudo, lentamente dos terminais adrenérgicos
(Lindmar & Loffelholz, 1974 ; Holback & Liffelholz, 1975). Portanto,
é de admitir que, na veia safena, o efluxo inicial da NA, tenha como
proveniéncia os compartimentos extra-celulares e extra-neuronais;
durante o periodo «estavel» o efluxo da amina devera resultar da
perda da NA-°H acumulada nos terminais adrenérgicos. Tendo em
conta o facto de, nas nossas experiéncias ndo se ter procedido 2
inibicdo enzimatica, a metabolizacdo da NA em substincias altamente
difusiveis (ver adiante) durante o periodo de perfusio, pode ter
diminuido consideravelmente a semi-vida de *H durante o periodo
«estavel». De facto, no canal deferente, a actividade enzimatica
reduz a semi-vida do efluxo neuronal durante a fase «estivel», de
395 para 230 minutos (Graefe et al., 1977). Estio ainda muito mal
definidos os compartimentos de acumulagio e ag caracteristicas do
efluxo, dos varios metabolitos da NA, Sabe-se que a NMN se acumula
no coragio em compartimentos extra-celulares e extra-neuronais,
os quais se esvaziam rapidamente com a perfusiao (Uhlig et al., 1976).
Sabe-se, também, que enquanto os metabolitos neutros da NA
(DOPEG, NMN e MOPEG) difundem facilmente do tecido para
o liquido de incubacdo ou de perfusio, os metabolitos adcidos (DOMA
e VMA) difundem com dificuldade sendo, portanto, retidos no tecido
durante muito mais tempo (Henseling et al.,, 1973; Levin, 1974;
Graefe et al., 1977). Assim, o facto de nas nossas experiéncias o valor
percentual do DOPEG no tecido ter diminuido, do inicio para o fim
da perfusao podera ser explicado pela boa difusibilidade desta substan-
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cia. Também o facto do valor percentual da fraccio DOMA existente
no tecido ndo ter sido modificado pela perfusio, podera ser explicado
pelo que acabamos de referir, quanto & difusibilidade desta substin-
cia. Ainda o facto do valor percentual da fraccio OMDA acumuiado
no tecido nao ter sofrido modificagdo com a perfusio, sugere que esta
fraccdo seja constituida predominantemente por VMA. Admitindo,
ainda, que os metaholitos neutros difundem com facilidade do tecido
para o liquido de perfusao, teremos de concluir que o efluxo destes
metabolitos, exceptuando os minutos iniciais de perfusio, deverd
corresponder & metabolizagdo da NA-*H durante a perfusio.

Relativamente ao efluxo dos metabolitog acidos, DOMA e VMA
(que € recolhido na fracgdo OMDA), torna-se impossivel saber, pelas
experiéncias realizadas na veia safena, que parte coresponde & meta-
bolizagéo da NA durante a perfuséo e que parte corresponde a meta-
bolitos acumulados no tecido no inicio da perfusio.

As experiéncias com cocaina esclareceram os locais de acumula-
¢éo e a origem do efluxo de algumas das substincias marcadas. Assim,
o facto de a cocaina ter reduzido apreciavelmente a acumulacio de
NA-*H no tecido, mostra que a NA-*H se acumula nos terminais
adrenérgicos. Contudo, o facto de a reducdo da acumulacio da NA-*H
no tecido pela cocaina ser maior no fim da perfusio do que no seu
inicio, sugere que a inibicdo da captaciio neuronal pode intensificar
a acumulacido da amina nos compartimentos extra-neuronais e extra-
-celulares. Esta interpretacio explica que a cocaina intensifique o
efluxo da NA durante os minutos iniciais de perfusdo. Como também,
nos minutos iniciais de perfusdo, o efluxo de NMN foi refor¢ado pela
cocaina, é de admitir que este metabolito seja formado nos comparti-
mentos extra-neuronais. Contudo, como durante o periodo «estavels»
do efluxo, nas experiéncias sem cocaina, cerca de 3 9, do efluxo
de *H corresponde a NMN, nio se pode excluir a possibilidade deste
metabolito poder ser também formado por COMT neuronal; de facto,
na membrana nictitante, existiria COMT nos terminais adrenérgicos
(Luchelli-Fortis & Langer, 1975). A possibilidade de o efluxo de
NMN, durante o periodo estavel, resultar da metabolizacio extra-
-neuronal da NA-*H que sai durante este periodo dos terminais
adrenérgicos, serd também uma possibilidade que mais adiante dis-
cutiremos.

O facto de a cocaina reduzir acentuadamente o efluxo de DOPEG
e DOMA sugere que estag fracgdes resultam, fundamentalmente da
metabolizagdo da NA-*H nos terminais adrenérgicos. As mesmas
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conclusdes chegaram outros investigadores (Levin, 1974; Garrett
& Branco, 1976).

O facto de a inibicio da captagdo neuronal ter intensificado a
acumulagio tecidular e o efluxo de OMDA sugere que esta fraccio
resulta da metabolizagio da NA-"H em compartimentos extra-neuro-
nais. Tendo em conta que a NA abandona rapidamente os comparti-
mentos extra-neuronais durante a perfusdo, teremos de admitir que
nas experiéncias com cocaina o efluxo da fraccio OMDA deveri
corresponder, em grande parte, 4 perda desta fraccio acumulada
no tecido no inicio da perfusio. A serem verdadeiras estas assercoes,
teremos de concluir que a fraccdo OMDA deverd ser constituida
principalmente por VMA, substincia que, como referimos, abandona
lentamente os compartimentos celulares em que se acumula. Contudo,
as experiéncias com cocaina, ndo nos permitem excluir a possibilidade
de, em preparagcGes normais, a fraccio OMDA poder ser também
formada pelos terminais adrenérgicos, possibilidade de resto sugerida
em numerosas publicacoes (ver revisdo de Langer et al., 1975). Este
assunto sera retomado mais adiante.

Resumindo o que acabamos de discutir, parece-nos terem sido
atingidos alguns dos objectivos atrds enunciados: a) definicdo
dum periodo de perfusdo, durante o qual o efluxo dag varias fraccdes
se mantém relativamente «estivel», quer em valor absoluto, quer
principalmente quanto a quantidade relativa dos seus componentes;
b) caracterizagio dos locais de origem do efluxo de algumas das
fraccbes, durante o periodo <«estavels (DOPEG, DOMA e NA-*H).
As experiéncias até aqui realizadas, nio nos permitiram caracterizar,
em preparag¢les normais, os locais de origem dos efluxos de OMDA e
NMN, durante o periodo «estavels.

Origem do efluxo de *H produzido pela estimulacio eléctrica de
tiras de veia safena

A estimulacdo de campo tem sido uma téenica bastante utilizada
para obter a despolarizacio dos terminais adrenérgicos nas prepa-
ragoes em que ndo é possivel estimular, directamente, pela corrente
eléctrica, as fibras simpéiticas. Como ja referimos, nas preparacdes
exclusivamente inervadas pelo simpéatico, a estimulacio de campo
condiciona uma despolarizagio selectiva dos terminais adrenérgicos.
A despolarizacdo dos terminais simpaticos acompanha-se da liber-
tacdo de NA endégena. Contudo, e possivelmente por razoes meto-
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dologicas, s6 excepcionalmente se tem conseguido determinar o efluxo
de NA enddgena produzido pela estimulacio de campo (Hughes,
1972). A maior parte das vezes tem-se recorrido & estimulacio de
campo de preparagdes em que oS depdsitos de NA foram marcados
previamente com NA-*H. Nestas condigbes a estimulac¢ao condiciona
um aumento do efluxo de °H, que corresponde 4 libertacdo de NA-"H
e seus metabolitos. Na generalidade das preparacdes, a libertacio
de “H produzida pela estimulagio, tem sido blogueada, pela auséncia
de ides calcio do liquido nutritivo, pela guanetidina ou pela tetra-
dotoxina (Su & Bevan, 1970; Tarlov & Langer, 1971; Allen et al.,
1973; Endo et al, 1977). Estes factos sugerem que a estimulagdo
de campo liberta apenas *H de origem exclusivamente neuronal
(Endo et al., 1977). Contudo, em algumas preparacdes a estimulacio
de campo pode também libertar *H de origem extra-neuronal. De facto,
Schrold & Nedergaard (1975 e 1977) verificaram que, na artéria
pulmonar, a estimula¢io de campo pode libertar *H de origem extra-
neuronal; é de notar, porém, que Endo et al., (1977) ndo conseguiram
reproduzir estes resultados na mesma preparacio. Na aorta de Coelho,
Schrold & Nedergaard (1976) verificaram também que a estimulagio
de campo podia libertar *H de origem extra-neuronal, nio s6 na
camada média como na adventicia. Na artéria pulmonar e na acrta,
a libertacio de *H de origem extra-neuronal, parece esgotar-se rapi-
damente com a primeira estimulacio. Porém, a libertacido de *H de
origem neuronal tem tendéncia a manter-se estavel, com a repeticio
dos periodos de estimulacdo (Schrold & Nedergaard, 1975, 1976, 1977).

Nas nossas experiéncias, verificamos que a estimulag¢ao de campo,
iniciada ao fim de 125 minutos apds a incubaciao com NA-'H, produz
uma intensa libertagio de *H (ver Fig. 10). Verificamos ainda que
na veia safena de animais reserpinizados e em que a incubagio com
NA-'H fora feita na presenca de cocaina (4X10-* M), a estimulacio
eléctrica ndo condiciona qualquer libertacio de *H (ver Fig. 10).
Por outro lado, e, como referimos nos Resultados, a fraccio da liber-
tagdo de *H em veias normais manteve-se praticamente constante,
em dois periodos de estimulagdo feitos com um intervalo de 60 mi-
nutos.

Em experiéncias mais recentemente realizadas na veia safena,
verificamos que a presenga de hidrocortisona durante a incubacgio
com NA-*H, nao modifica a fracgio de libertagio (Brandio et al,
1978).

Estes resultados sdo, portanto, a favor de que, na veia safena,
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como para a generalidade das preparacoes, a estimulagio de campo
efectuada nas nossas condicOes experimentais, apenas condiciona liber-
tacdo de *H de origem neuronal.

Metabolizacio da NA-‘H, libertada espontaneamente e por esti-
mulacio de tiras de veia safena

Os estudos efectuados em numerosas preparacoes em que os depo-
sitos de NA foram marcados com NA-*H, mostram que o efluxo espon-
taneo durante o periodo «estavel» é constituido, fundamentalmente,
por metabolitos da NA. Para a generalidade das preparagoes, a fraccdo
DOPEG representa o metabolito principal do efluxo espontineo:
auricula de Cobaia 30 9, (Adler-Graschinsky et al., 1972); mem-
brana nictitante de Gato 42 ¢, (Langer & Enero, 1974 ; Luchelli-Fortis
& Langer, 1975) ; baco de Gato 67 9, (Dubocovich & Langer, 1973);
coracio de Gato 67 9, (Langer et al., 1975); canal deferente de
Rato 70 9, (Graefe et al., 1973 e 1977) ; artéria pulmonar de Coelho
20 9%, (Endo et al., 1977). Nestas preparacoes, o efluxo espontineo
de NA-*H representa menos de 10 %, do efluxo total de *H. Também
na veia safena de Cao, o efluxo espontineo durante o periodo «estavel»
é constituido principalmente por metabolitos de NA: DOPEG 45 %;;
OMDA. 33 9,; DOMA 12 9,; NMN 3 9,; apenas 8 9, do efluxo diz
respeito a NA intacta (ver Tabela 3).

Numerosos estudos, «in vitro», sugerem que o efluxo espontianeo
dos metabolitos da NA é devido & metabolizacdo da amina que sai
das vesiculas adrenérgicas, pela MAO e COMT do terminal adrenér-
gico (Adler-Graschinky et al., 1972; Langer & Enero, 1974; Luchelli-
-Fortis & Langer, 1975). De facto, a NA-*H retida nestas prepara-
¢bes, ao fim das experiéncias, representa mais de 85 %, do *H acumu-
lado. Por outro lado, a inibicdo da captacdo extra-neuronal, durante o
periodo «estavel» de efluxo, nio modifica o efluxo espontdneo da NA
e dos seus metabolitos (Langer et al., 1972; Luchelli-Fortis & Langer,
1975). Também, em algumas preparacoes, a MAO e a COMT existem
nio 86 em locais extra-neuronais, mas ainda no terminal adrenérgico
(Jarrott, 1971 a e b. Jarrott, Langer, 1971). Também na veia safena,
verificamos que ao fim de 215 minutos de perfusdo cerca de 86 %,
do tritio acumulado na preparagio corresponde a NA-*H; nesta prepa-
racio também pudemos verificar que a hidrocortisona, adicionada
ao liquido de perfusdo, numa concentracdo que inibe a captacio
extra-neuronal da NA (Graefe & Trendelenburg, 1974) nio modifica

21



o efluxo espontineo durante o periodo de efluxo estivel (ver Ta-
bela 3). Verificamos, ainda, que o efluxo das varias fraccdes decresce
de forma aproximadamente paralela dos 120 aos 215 minutos de
perfusio (ver Fig. 8). Assim, e por semelhanca com o que se passa
com as outras preparacdes, também para a veia safena se poderia
admitir que o efluxo espontineo dos metabolitos durante o periodo
de efluxo «estivel», resulta da metabolizagio pré-sinaptica da NA
perdida pelas vesiculas adrenérgicas. Contudo, outras hipéteses alter-
nativas ndo poderdo ser excluidas. Tal como sucede na membrana
nictitante (Luchelli-Fortis & Langer, 1975), também as tiras de veia
safena, no fim da perfusdo, acumulam uma certa quantidade de
metabolitos, principalmente OMDA ¢ DOMA (ver Resultados). Como
Ja foi referido, as fracgbes VMA e DOMA, abandonam muito lenta-
mente os tecidos em que se formam. Em experiéncias de incubacio
de veia safena com NA-H, Paiva & Guimaries (1978), mostraram
que a fracgdo OMDA pode corresponder fundamentalmente a VMA.
Assim, ndo se pode excluir a possibilidade, de nas nossas experiéncias
durante a incubagido com NA-*H, poder haver acumulagio de VMA
e DOMA; assim, durante a fase «estivel» de efluxo, é possivel que
pelo menos parte do efluxo de OMDA e DOMA seja devido aos meta-
bolitos acumulados no tecido durante a incubacdo. Alids, Henseling
et al, (1978), mostraram que as semi-vidas de VMA e DOMA sido
aproximadamente de 160 minutos, valor que é muito préximo do das
semi-vidag de OMDA e DOMA na veia safena, durante a fase «estavels.
Tendo ainda em conta os resultados das nossas experiéncias de incu-
bagio e perfusio de veia safena, efectuadas na presenca de cocaina,
nao se pode excluir a possibilidade do efluxo da fraccio OMDA ter
origem, pelo menos parcialmente, em locais extra-neuronais, e corres-
ponder fundamentalmente a VMA.

Uma outra possibilidade que também ndo poderd ser excluida,
é de que o efluxo da fracgio OMDA resulte da metabolizacio extra-
-neuronal do DOPEG formado nos terminais simpéticos. De facto,
dada a rapidez com que a fraccio DOPEG abandona os locais em que
€ formada (Levin, 1974), é possivel que na sua passagem pelos locais
extra-neuronais seja metabolizada em MOPEG. O facto de os inibi-
dores da captagio extra-neuronal nio modificarem o efluxo espon-
tineo, nio é garantia de que tal ndo possa suceder. Basta que o
DOPEG chegue aos locais extra-neuronais por um mecanismo de difu-
sao simples e ndo por um processo de transporte activo. Contudo, a
admitir esta possibilidade, o efluxo espontineo de OMDA correspon-
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deria a MOPEG, substincia que abandona rapidamente o tecido
(Henseling et al., 1978). Se isto acontecesse, era de admitir que a
adicio de U-0521 ao liquido de perfusdo, provocasse uma queda
rapida do efluxo de OMDA e um correspondente aumento do efluxo
de DOPEG. Contudo, nas nossas experiéncias com U-0521, apenas
verificamos uma ligeira modificacdo embora ndo significativa, do
efluxo espontineo daquelas fracgdes, ao fim de 20 minutos apds o
contacto das preparacdes com o inibidor da COMT (ver Tabela 3).
Este facto apoia a possibilidade do efluxo espontidneo de OMDA cor-
responder a VMA.

O facto da adicio de hidrocortisona ao liquido de perfusio,
durante a fase de efluxo «estavel», ndo ter modificado o efluxo espen-
taneo de NMN é compativel com a hipdtese, ji referida, de a NMN
se formar pré-sinapticamente. Contudo, ndo se poderda excluir a
posgibilidade de a NMN se formar em locais extra-neuronais, a partir
da NA «perdida» espontaneamente pelo terminal simpatico. E possivel
que a pequena quantidade de NA «perdida» pelo terminal adrenérgico
possa utilizar os sistemas de transporte extra-neuronais nfo blo-
queados pela hidrocortisona. Contudo, na membrana nictitante, a
hidrocortisona (28 M) bloqueia a O-metilagio da NA apenas quando
esta é utilizada em baixas concentraces (Graefe & Trendelenburg,
1974). Este facto nfio apoia portanto a hipétese que acabamos de
referir, pois assim era de admitir que, na veia safena, a inibicdo da
metilacdo da NA pela hidrocortisona, fosse mais intensa para o
efluxo espontineo do que para o efluxo produzido pela estimulacio,
facto que se ndo verificou (ver Tabelas 3 e 4).

Ag experiénciags em que a cocaina (10 pM) fora adicionada ao
liguido de perfusio da veia safena, durante a fase de efluxo «estaveis,
mostraram-nos que, para este periodo, a inibicio da captagio neuronal
praticamente nio modifica o efluxo espontineo (ver Tabela 3). A adi-
¢do de cocaina, apenas condicionou um ligeiro aumento do efluxo
espontdneo de NA e de NMN. Estes resultados indicam que durante
a fase de efluxo «estavel», uma pequena parte da NA perdida pelo
terminal adrenérgico & sujeita a recaptacio pelo terminal simpatico;
resultados semelhantes foram referidos para o canal deferenisz
(Graefe et al., 1977).

A inibicio da MAO, pela iproniazida admministrada «in vivos,
reduziu o efluxo espontineo de °H bem como a desaminagio da NA
(ver Tabela 3). Como referimos nos Resultados, nas experiéncias
com iproniazida o efluxo espontdneo de *H durante o periodo
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«estavel» foi menor do que na situagio de controlo (cerca de metade),
ndo porque houvesse uma menor acumulacio de “H nas preparacoes,
mas porque a perda foi reduzida. Também no canal deferente,
Graefe et al., (1977), mostraram que a actividade enzimitica aumenta
a perda espontinea de *H. E pois de admitir que a perda de NA feita
espontaneamente pelas vesiculas para o axoplasma seja seguida de
desaminacio e, quando esta se encontra inibida, a NA tenda a ser
retida, havendo uma consequente reduciio do efluxo e prolongamento
da semi-vida. Nas experiéncias com iproniazida o efluxo espontineo
de NMN foi aumentadc (ver Tabela 3). O aumento do efluxo de
NMN poderia ter resultado ou duma maior oferta de NA 4 COMT
ou duma menor desaminagio de NMN; de facto, nas experiéncias
com iproniazida houve um maior efluxo de NA e uma reducio do
efluxo de OMDA. E curioso notar que, embora a iproniazida tivesse
reduzido significativamente a formacdo espontinea de metabolitos
desaminados, continuaram a formar-se quantidades aprecidveis des-
tes metabolitos (DOPEG e OMDA). Também na aorta de Coelho,
Eckert et al, (1976) verificaram que nem o tratamento «in vitros
ou «in vivo» com pargilina suprime o efluxo de DOPEG dos 200
aos 215 minutos de perfusdo. Porém, nas preparacdes sujeitas ao
duplo tratamento («in vitro»+«in vivo»), o efluxo de DOPEG foi
consideravelmente reduzido, relativamente as preparacdes submeti-
das apenas a um tratamento. Assim, na aorta, nio se conseguiu
evidenciar MAO resistente & pargilina. E pois possivel que na veia
safena, o tratamento duplo com iproniazida conseguisse suprimir
praticamente a formagdo espontinea de metabolitos desaminados.
Como este tipo de experiéncias ndo foi realizado na veia safena, nio
se poderd excluir portanto a possibilidade da existéncia de MAO
resistente & iproniazida.

E geralmente aceite que a estimulacio eléctrica, quando aplicada
directamente aos nervos simpAaticos ou pela técnica de estimulacio de
campo, produz uma libertacio de NA por um mecanismo de tipo
exocitdrio. Segundo este mecanismo de libertacdo, a NA é lancada
intacta na fenda sinaptica, e a metabolizacio da amina g6 se verifica
depois de ter sido libertada. Os nossos resultados de estimulacio de
veias previamente incubadas com NA-'H, sio compativeis com este
tipo de libertacdo: a) O °H libertado por estimulacio tem origem
exclusivamente neurcnal; b) os inibidores da captacio neuronal
e extra-neuronal modificam a metabolizagio da NA-*H libertada, o
que indica que a metabolizagio da amina ocorre apés ter sido sujeita
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a captacio neuronal e extra-neuronal (ver Tabela 4). Cada perfodo
de estimulacdo (de 2,5 minutos de duracio, 10 Hz, 100 V ¢ com 2 ms
de duragio por estimulo) produziu uma libertacio de *H, dependente
do *H existente na preparacio no momento em que decorreu a esti-
mulagio; de facto, para a mesma preparacao, a fraccio de libertaciio
por estimulo (ver Métodos), manteve-se praticamente constante em
dois periodos de estimulacio (S, e S.), afastados 60 minutos um do
outro (ver Resultados). Também para a mesma preparacio, o valor
relativo do efluxo das varias fracgdes, produzidos por S: e 8., foi
semelhante (ver Fig. 11). Assim, e com excepgio da iproniazida, o
estudo da influéncia dos varios inibidores (U-0521, hidrocortisona,
cocaina e combinacgdes destas substincias) na metabolizacio da NA-"H
libertada, foi efectuado pela comparagio de S, com 8, (fraccio de
libertagao e valor percentual das varias fraccdes), sendo 8. efectuada
apds a exposicdo das preparacles aqueles farmacos (ver Métodos).
A influéneia da inibicio da MAO na metabolizacio da NA-*H foi
estudada em preparagoes de animais tratados com iproniazida, dado
que a inibicdo «in vitro» daguela enzima, exigiria demzsidado tempo
(ver Métodos).

Nas nossas condicbes experimentais, a fraccdo de libertacio por
estimulo foi de 105 , valor que nido foi modificado significativamente
pela utilizagido dos inibidores das captaces neurcnal ou extra-neuro-
nal, da MAO ou da COMT (ver Tabela 4). O valor da fraccio de
libertacdo que varia, consideravelmente, de umas preparagdes para
outras, depende da frequéncia de estimulacio, e é possivelmente con-
dicionado também pela técnica utilizada para a estimulacio (estimu-
lacio directa dos nervos ou de campo) (Luchelli-Fortis & Langer,
1975; McCulloch et al.,1975; Dubocovich & Langer, 1976; Endo et al,,
1977). Por exemplo, para a estimulacio directa dos nervos a 10 Hz,
a fraccio de libertacdo é cerca de 10-* no bago (Dubocovich & Langer,
1976), sendo apenas de 10-°* na membrana nictitante (Luchelli-For-
tis & Langer, 1975). O facto de na veia safena o tratamento pela
cocaina, hidrocortisona, U-0521 ou iproniazida, nio medificar signi-
ficativamente a fraccio de libertagio, indica aue nas nossas condicGes
experimentais aqueles inibidores nio interferiram com os mecanismos
de libertacdo. Também na membrana nictitante a hidrocortisona, na
concentracio de 28 pM, nio modificou a fraccio de libertacio (Lu-
chelli-Fortis & Langer, 1975). Contudo, a cocaina, por um efeito
anestésico local, pode reduzir a libertagio, desde que utilizada em
concentraces elevadas; no corago, Starke et al., (1972), apenas
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verificaram uma reduciio de libertacdo de NA pela cocaina para uma
concentracao de 200 pM (concentragiio 20 vezes superior aquela que
utilizamos). Para a veia safena verificamos que o efluxo produzido
pela estimulagio (durante e apds o periodo de estimulacio — ver
Métodos) € constituido por 39 %, de NA-°H intacta e o restante por
metabolitos: DOPEG 24 9,, OMDA. 25 9,, NMN 7 9, ¢ DOMA 6 9,
(ver Tabela 4). Mostramos nos Resultados que, enquanto o efluxo
da NA-*H ocorre principalmente durante o periodo de colheita corres-
pondente a estimulacdo, o efluxo dos metabolitos verificou-se sobre-
tudo nos periodos seguintes.

Os estudos efectuados sobre a metabolizacio da NA-*H libertada
por estimulagio mostram que o padrdo da metabolizagio (valor per-
centual de cada uma das fraccdes) depende, entre outros factores,
do método de separacio da NA e dos seus metabolitos, de certas con-
digbes experimentais e das preparaces utilizadas. Por exemplo, para
a membrana nictitante, a NA representa 75 %, e o DOPEG menos
de 10 9% do *H libertado (Enero et al., 1972; Langer et al., 1972).
Em contraste com estes resultados, em experiénciag realizadas mais
recentemente com esta preparacio e, utilizando uma técnica mais
avancada de cromatografia (Graefe et al., 1973), o valor da NA é
apenas de 31 %, enquanto o do DOPEG é muito mais elevado, 45 9,
(Luchelli-Fortis & Langer, 1975). A metabolizacio da NA é também
condicionada pelo tempo de contacto desta amina com as estruturas
capazes de a metabolizar, sendo mais intensa a metabolizacio para
periodos mais prolongados de exposicio. Por exemplo, no baco a
percentagem da metabolizacao da NA-*H aumenta com a interrupcio
do fluxo de perfusio (Dubocovich & Langer, 1973). Dai que, quando
se pretende comparar padrdes de metabolizacio de NA em diversas
preparagoes, deveremos ter em conta as condicdes de perfusio ou
de incubagdo. O efluxo da NA e dos seus metabolitos modifica-se do
periodo de estimulagic para os periodos pés-estimulacao: o efluxo
da NA ocorre principaliacnte durante o periodo de estimulacio,
enquanto o efluxo dos metabolitos se verifica nos periodos seguintes
(Dubocovich & Langer, 1976), como verificamos também na veia
safena. O calculo comumente utilizado para a determinacio do efluxo
da NA-°H e seus metabolitos produzido pela estimulacio eléctrica, é
feito pela diferenca entre o efluxo durante e apds o periodo de esti-
mulacio e o efluxo espontidneo que precede a estimulacio (ver Mé-
todos; Dubocovich & Langer, 1973; Graefe et al., 1973; Cubeddu et al.,
1974; Langer & Enero, 1974; Luchelli-Fortis & Langer, 1975; Dubo-
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covich & Langer, 1976; Endo et al, 1977). Esta determinacio s6
podera ser correcta, se o efluxo espontineo se mantiver constante
durante e apds o periodo de estimulacio e se for recolhido todo o
o efluxo apds o inicio de estimulacdo, até ser recuperado o efluxo
espontdneo, Afim de se evitar erros grosseiros nestas determinacdes,
importa que a estimulacio se faca durante uma fase de efluxo
«estavel» e que o periodo de estimulagio seja o mais breve pos-
sivel. Uma outra razio a aconselhar periodos curtos de estimulacio
deriva da possibilidade de durante a estimulaciio o efluxo espontiineo
se poder modificar. De facto, Cubeddu & Weiner (1975) mostraram
que a cocaina (3 pM) pode reduzir o efluxc espontineo de DOPEG
durante e imediatamente depois do periodo de estimulacio. Se forem
confirmados estes resultados o valor do DOPEG libertado pela
estimulagdo é sub-estimado. E de salientar que nas nossas expe-
riéncias a estimulacio decorreu durante a fase de efluxo «estavels
(semi-vida aproximadamente de 160 minutos) e os periodos de esti-
mulagio foram apenas de 2,5 minutos. O facto de na veia safena
o efluxo de DOPEG e OMDA ocorrer principalmente depois do periodo
de estimulacdo (ver Fig. 12), merece que nos detenhamos um pouco
mais. Dubocovich & Langer (1976) mostraram que, no baco, o efluxo
de DOPEG se eleva abruptamente depois dos periodos de estimulacio
nervosa de duracio entre 10 a 600 segundos. Segundo estes investi-
gadores este fendmeno pode ser relacionado com as seguintes possi-
bilidades: a) a inibicAo da captacio neuronal durante a estimu-
lacdo cessa logo que esta € interrompida; b) imediatamente apds
a estimulagio nervosa a captacdo neuronal esti intensificada. Qual-
quer daquelas interpretagdes € susceptivel de explicar os nossos resul-
tados em relacdo ao aumento do efluxo de DOPEG e DOMA verificado
ap6s a estimulacio da veia safena, desde que se admita que estas
fraccOes sdo formadas exclusivamente pelo terminal simpético a partir
da NA recaptada, ou, no caso da fraccio OMDA, por metilacio extra-
-neuronal do DOPEG formado no terminal simpatico. Contudo, nas
experiéncias com cocaina, o mesmo fendmeno se verificou para o
efluxo de OMDA e NMN, embora nestas condicGes estivesse prati-
camente suprimido o aumento do efluxo de DOPEG (ver Fig. 15).
Como nestas condicGes as fraccoes OMDA e NMN devem ser for-
madas em locais extra-neuronais, estes resultados parecem indicar
que aquele fenémeno ndo é especifico dos metabolitos de origem
neuronal.

Para a generalidade das preparactes a fraccio DOPEG repre-
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senta o metabolito mais abundante da NA libertada: 20 9, para o
bago (Dubocovich & Langer, 1976), 45 9, para a membrana nicti-
tante (Luchelli-Fortis & Langer, 1975), 22 9, para a artéria pulmonar
(Endo et al., 1977) e 24 9, para a veia safena (ver Tabela 4). Em
todas estas preparacoes a fraccio DOMA é o metabolito que se forma
em menor quantidade. A fraccio OMDA forma-se em quantidades
aprecidveis na artéria pulmonar (19 9,) e na veia safena (25 9,),
mas em menor quantidade nas restantes. A NMN é um metabolito
de relativa importincia na membrana nictitante, mas de menor valor
para as restantes preparagdes. O valor percentual da NA-*H que se
escapa das preparacdes, sem sofrer metabolizacio, é maximo no baco
(70 %) e minimo na membrana nictitante (29 9,), situando-se a
veia safena e a artéria pulmonar numa posicao intermédia, com res-
pectivamente 392 9, e 49 9,. As diferencas na intensidade com que a
NA-*H libertada sofre metabolizacio podem ser condicionadas por
diferencas nos esquemas experimentais usados e ainda por diferencas
estruturais destas preparacdes. Repare-se que no baco se faz a perfu-
sao através do sistema vascular, enquanto que na membrana nicti-
tante se procedeu & incubacio. Nio sabemos até que ponto a perfusio
do bago facilitou a remocfio da amina libertada e assim se impediu
a metabolizagio; inversamente, com a incubacio da membrana nicti-
tante, poder-se-ia ter facilitado a metabolizacio da NA-*H. Para o
caso da veia safena e da artéria pulmonar, foi utilizada a perfusio a
fluxo constante, mas com débito diferente (respectivamente 0,8 e
6 ml/minuto) ;a diferenca no débito pode ter contribuido para que
nestes dois vasos a intensidade da metabolizacio fosse um pouco
diferente. Embora a frequéncia da estimulacio ndo pareca condicionar
por si modificagbes significativas no padrdo da metabolizacio (Dubo-
covich & Langer, 1976), é de notar que as caracteristicas da estimu-
lacdo utilizadas ndo foram sempre as mesmas, nestas experiéncias.
As diferencas apontadas guanto a intensidade com que é metabolizada
a NA-*H podem ser também explicadas através das caracteristicas
morfolégicas das preparacdes. Para o caso da membrana nictitante,
a localizacdo dos terminais em pontos afastados da superficie bem
como relacOes intimas de proximidade entre os terminais e ag fibras
lisas (van Orden et al., 1967; HEsterhuizen et al., 1968), tornarao
mais acessivel a amina as estruturas capazes de a metabolizar. Pelo
contrario, na artéria pulmonar, a NA-"H pode ser libertada em locais
maig préximos da superficie, dado que neste vaso os terminais adre-
nérgicos apenas se circunscrevem a adventicia (Verity & Bevan,
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1968), o que pode facilitar a difusdo da amina intacta para o liquido
nutritivo: alids, Steinsland et al., (1973), mostraram que na artéria
central da orelha do Coelho (que possui uma inervacio do tipo refe-
rido para a artéria pulmonar) previamente incubada com NA-‘H, a
estimulacio nervosa liberta ®H, que abandona a preparacio mais
intensamente pela adventicia que pela intima. As diferencas na
intensidade da metabolizacio da NA-*H entre a artéria pulmonar
e a veia safena poderdo ser explicadas pelas caracteristicas de iner-
vacio deste tltimo vaso (Coimbra et al., 1974).

A inibicio da captacido neuronal pela cocaina reduz a formacéo
de DOPEG devida & estimulacio nervosa em varias preparacoes:
baco (Dubocovich & Langer, 1973, 1976; Cubeddu et al., 1974),
membrana nictitante (Langer & Enero, 1974) e na artéria pulmonar
(Endo et al., 1977). Estes resultados sugerem que o DOPEG se forma
a partir da NA recaptada, pela actividade da MAO e da reductase
aldeidica do terminal simpatico (Dubocovich & Langer, 1973, 1976;
Cubeddu et al., 1974; Langer & Enero, 1974). Contudo, ainda néo é
possivel indicar a origem exacta da sua formagio — por metabolizacao
directa da NA recaptada ou em alternativa por metabolizacdo da NA
deslocada das vesiculas pela NA recaptada (Cubeddu et al., 1974).
Os nossos resultados mostram também, que, para a veia safena, o
DOPEG formado normalmente em consequéncia da estimulacio ner-
vosa, é inteiramente neuronal (ver Tabela 4). O facto de o efluxo da
NMN devido & estimulagio nervosa ser aumentado pela cocaina e redu-
zido pela hidrocortisona sugere que este metabolito se forma na veia
cafena em locais extra-neuronais a partir da NA-*H libertada (ver
Tabela 4). A conclusdes semelhantes chegaram outros investigadores:
na membrana nictitante (Langer & Enero, 1974; Luchelli-Fortis &
Langer, 1975) ; no baco (Cubeddu et al., 1974) ; na artéria pulmonar
(Endo et al., 1977).

Para a generalidade das preparagdes, a fraccio DOMA corres-
ponde apenas a uma pequena quantidade do *H libertado (Langer &
Enero, 1974: Luchelli-Fortis & Langer, 1975; Dubocovich & Langer,
1976; Endo et al., 1977). O facto de na membrana nictitante a cocaina
reduzir a formacio de DOMA, sugere que este metabolito seja for-
mado, pelo menos parcialmente, no terminal simpético, a partir da
NA recaptada (Langer & Enero, 1974). Na veia safena, a fracgio
DOMA correspondeu a cerca de 6 9, do *H libertado. Contudo, nesta
preparacio, as experiéncias com cocaina ou com hidrocortisona nio
permitiram esclarecer o local de origem, na medida em que nenhum
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destes inibidores (da captacio neuronal e extra-neuronal) interferiu
significativamente com a sua formacio (ver Tabela 4); resultados
semelhantes foram obtidos na artéria pulmonar por Endo et al.,
(1977). Tendo em conta que na separacio de DOMA pode haver
inquinagéo pela NA e DOPEG, é possivel que o valor deste metabolito
tenha sido sobre-estimado nas nossas determinacdes (ver Métodos).

Na membrana nictitante e no baco, a cocaina reduziu parcialmente
a formacio de OMDA (Langer & Enero, 1974 Dubocovich & Langer,
1976) ; a hidrocortisona nio modificou significativamente o efluxo de
OMDA produzido pela estimulacio nervosa na membrana nictitante
(Luchelli-Fortis & Langer, 1975). Assim, para estas preparacoes a
fracgio OMDA parece ser formada, pelo menos parcialmente, no termi-
nal simpatico a partir da NA recaptada, ou em alternativa por metila-
¢do extra-neuronal dos metabolitos desaminados provenientes do termi-
nal simpatico. Na artéria pulmonar a cocaina nio reduziu o efluxo de
OMDA, havendo contudo uma reducio nifida da formacao desta
fraccdo nas preparagbes submetidas a accio conjunta da cocaina e
corticosterona (Endo et al., 1977). Estes resultados indicam que, na ar-
téria pulmonar, a fraccio OMDA resulta da metabolizacdo da NA pela
COMT e MAO extra-neuronais. Como se podera constatar na Tabela 4,
na veia safena o efluxo da fracgaio OMDA foi incrementado pela cocaine,
e reduzido pela hidrocortisona. Estes resultados indicam pois que na
veia safena a fraccdo OMDA resulta da metabolizacio extra-neuronal
(pela MAO e COMT) da NA-*H libertada. Sendo a fraccio OMDA,
devida a actividade da MAO e da COMT, tanto pode resultar da desa-
minacido da NA-*H seguida de metilacio, ou inversamente da metilacao
da amina seguida de desaminacdo. Os nossos resultados nio nos
permitem excluir nenhuma destas possibilidades. De facto, a inibicio
da COMT pelo U-O521, elevou significativamente a formacdo de
DOPEG, com uma reducio da formacio de OMDA e de NMN. Inver-
samente, a inibicio da MAO reduziu a formacio de DOPEG ¢ OMDA
e aumentou a formagio de NMN. Estes resultados indicam que o
DOPEG pode ser metilado e que a NMN pode ser desaminada. Os
resultados das experiéncias em que se procedeu & inibicdo da captacio
neuronal e da COMT (cocaina+U-0521), mostraram que 28 9, do
efluxo produzido pela estimulagdo é constituido por DOPEG; que o
DOPEG formado nestas condigGes resulta da desaminacio extra-
-neuronal da amina, é demonstrado pelos resultados das experiéncias
com cocaina+U-0521+ hidrocortisona, em que se verificou uma redu-
¢io acentuada da formacdo de DOPEG relativamente s experiéncias
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com cocaina+U-0521. Estes resultados parecem indicar que a fraccio
OMDA formada nas experiéncias com cocaina (e que representa
23 %, do efluxo de *H) resulta inteiramente da metilacio do DOPEG.

Se a MAO e a COMT tivessem uma actividade complementar, a
inibicio de qualquer delas deveria acompanhar-se de um aumento
da actividade da restante, de modo que a quantidade da amina meta-
bolizada deveria ser constante. Tal nio ocorre na veia safena. A ini-
bicio da COMT ou da MAO aumenta o efluxo da NA-*H intacta
(ver Tabela 4), aumento este muito mais acentuado para a inibicio
da MAO do que para a inibicho da COMT. Por outras palavras, o
aumento da actividlade da MAO é quase compensado pela dimi-
nuicio da actividade da COMT, mas o inverso nao é verdadeiro.
Resultados semelhantes tém sido referidos, em experiéncias de incu-
bagio com NA-*H, para a artéria mesentérica (Garrett & Branco,
1977) e na média da aorta (Levin & Wilson, 1977) ; nenhuma expli-
cacdo razoavel pode ser adiantada para a falta de aumento compen-
sador da metilacio da NA apds o bloqueic da MAO pela camada
média da aorta. Embora os nossos resultados ndo nos permitam tirar
qualquer concluséo, eles sio compativeis com varias possibilidades:
maigs facil acesso da NA aos locais desaminantes do que aos metilantes,
ser a NA mwelhor substracto da MAQO do que da COMT ou serem os
metabolitos desaminados mais facilmente metilados que a NA.

O confronto dos resultados das experiéncias com NA-'H e das
experiéncias de relaxamento, mostra a existéncia de varias semelhan-
cas e de algumas diferencas. Assim, pudemos demonstrar que a
NA-*H libertada pela estimulacio nervosa é intensamente metaboli-
zada (cerca de 60 %), sendo também rapidamente inactivada a NA
endogena libertada pela excitacio nervosa. A inibicio da COMT
ou da captagdo extra-neuronal sé muitc discretamente inibem a meta-
bolizagio da NA-'H e também nfo prolongam o relaxamento das
preparacdes contraidas por estimulagio nervosa (ver Tabelas 1,
2 e 4); estes inibidores também nio modificam sensivelmente a
velocidade com que diminui o efluxo da NA-"H libertada (ver Figs. 13
e 14). A cocaina, que prolonga intensamente o relaxamento das pre-
paracoOes, inibe também acentuadamente a metabolizacdo da NA-"H
libertada; as inibicoes da COMT ou da captacao extra-neurcnal, que
reforcam o efeito da cocaina no relaxamento, também intensificam
a inibicio da metabolizacio produzida pela cocaina, Verificamos
também, nas experiéncias com cocaina (cocaina, cocaina-+U-0521
e cocaina+ U-0521+ hidrocortisona), que o efluxo da NA-*H produ-
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zido pela estimulacdo é mais prolongado (ver Figs. 15, 16 e 17).
Contudo, é de notar que enquanto a iproniazida quase ndo prolonga
0 relaxamento das preparacdes contraidas pela estimulacio eléctrica,
reduz intensamente a metabolizacio da NA-*H libertada por estimu-
lagdo nervosa. Estes dados, aparentemente contraditérios, poderéo
ser explicados pelo que se disse quanto & localizacio da MAO e dos
mecanismos de remocdo da NA da biofase: a NA para ser desa-
minada terd que abandonar a biofase e, nessa altura, deixa de ter
efeito. Mas se a NA, apesar da inibicio da MAO, continua a ser
removida normalmente da biofase, por-se-4 a questio do seu destino
final. JA vimos, que com a inibicio da MAO, a NA captada extra-
neuronalmente & mais intensamente metilada em NMN do que nor-
malmente; a parte da NA que é captada extra-neuronalmente mas
que ndo vier a ser metilada, pode ser lentamente perdida para o
espago extra-celular, nio modificando porém o relaxamento das pre-
paracOes. Quanto a NA recaptada pelo terminal simpéatico, e que
normalmente & desaminada, a inibicio da MAO pode permitir que a
amina venha a ser retida nas vesiculas adrenérgicas. Assim, com a
inibicdlo da MAO, a NA recaptada pelo terminal simpAtico ndo
participard no efluxo da amina libertada por estimulacio nervosa.
Os nossos resultados apoiam esta interpretacio, pois que a inibicio
da MAO aparentemente nido modificou a velocidade com que diminui
o efluxo da NA apds a estimulagio. Contudo, a admitir-se esta
possibilidade (de recaptacido vesicular da NA libertada), a inibi-
cdo da MAO deveria reduzir a fraccio de libertacio (por dimi-
nuir o efluxo de *H libertado e aumentar o *H retido nas preparacoes).
Embora a fraccio de libertagio destas experiéncias fosse um pouco
menor do que a verificada normalmente, ag diferencas contudo nio
foram significativas, o que nido permite confirmar a hipétese for-
mulada.

Apesar de haver algumas razdes para duvidar da possibilidade
duma mistura homogénea da NA-"H com NA end6gena (Hughes,
1972; Hughes & Roth, 1974), as semelhancas apontadas sugerem
que em relagdo & libertacio a NA-*H se comporta como a NA
endbgena.
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RESUMO E CONCLUSOES

Descreve-se neste trabalho um novo método de «imersao em Oleos,
que permite estudar os mecanismos de que depende a terminagéo
da resposta a estimulagio simpatica. Este método apenas di infor-
macdo acerca dos mecanismos de remocao de mediador do espacgo
extra-celular e na imediata vizinhanca dos receptores, ndo permitindo
estudar o seu destino final. Para este objectivo recorreu-se &4 NA-"H,
como processo de marcacdo do mediador, estudando-se a cinética da
amina libertada espontaneamente ou por estimulagdo nervosa.

Estes estudos foram realizados exclusivamente em preparacgao
de veia safena de Cao e permitiram-nos retirar as seguintes conclusoes:

1) Quando se procede & estimulacdo eléctrica de preparactes
de veia safena mergulhadas em Oleo mineral, estas iniciam a sua
contraccdo ao fim de escassos segundos, atingindo-se uma resposta
justa-maxima ao fim de 5-6 minutos de estimulagdo. Com a inter-
rupcido do estimulo eléetrico a resposta contrictil desaparece rapi-
damente (cerca de 1-3 minutos).

2) A analise farmacolégica indica que a resposta contrietil,
obtida nas nossas condicOes experimentais, resulta da libertacao
de NA.

3) A terminagdo da resposta depende fundamentalmente da
recaptacdo neuronal do mediador libertado. A captacdo extra-neuro-
nal, a metabolizacdo (pela MAQO e pela COMT), ou a difusio do
mediador, ndo parecem intervir na terminacao da resposta.

4) A captacio extra-neuronal, a metilacio e a difusdo do me-
diador, séo responsaveis pela terminacio da resposta apenas quando
estd impedida a recaptacio neuronal do mediador. Assim, estes me-
canismos de inactivagio comportaram-se como supletivos da recapta-
¢ido neuronal.

5) O tipo de resposta i estimulacdo (brevidade do periodo de
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laténcia, velocidade com que se estabelece, amplitude maxima e
rapida terminacio da resposta), bem como a importancia relativa
dos mecanismos de inactivagdo, sio explicados pelag caracteristicas
das relacbes neuro-efectoras existentes na veia safena.

6) Durante a perfusdo de 215 minutos de preparagdes carre-
gadas com NA-*H, verificou-se uma perda de substincias marcadas
correspondente a 42 %, do *H acumulado nas preparacdes antes da
perfusao. A perda de *H fez-se em dois periodos, um inicial em que
o efluxo decai rapidamente e outro final, dos 120 aos 215 minutos,
em que o efluxo se manteve «estavel» (T/2=156 minutos).

7) Durante a fase de efluxo estavel, mais de 90 9, do *H liber-
tado é constituido por metabolitos da NA-*H (sobretudo DOPEG e
OMDA). Durante este periodo manteve-se constante o valor percen-
tual das varias fraccoes do efluxo.

8) As fracgbes DOPEG ¢ DOMA do efluxo espontineo for-
mam-se no axoplasma neuronal a partir da NA-*H. O efluxo da
fraccio OMDA podera corresponder a VMA, formado em comparti-
mentos extra-neuronais.

9) Durante a fase de efluxo «estivel», a estimulacio eléctrica
libertou quantidades apreciaveis de *H, as quais tém origem exclusi-
vamente neuronal.

10) 40 Y, da amina libertada pela estimulacio eléctrica corres-
ponde a NA-H intacta, sendo o restante representado por metabo-
litos, sobretudo DOPEG e OMDA.

11) A fraccio DOPEG libertada pela estimulacio, resulta da
desaminagdo axoplasmatica da NA-*H recaptada pelo terminal sim-
patico apds ter sido libertada para o espaco extra-celular. O efluxo
de OMDA: e NMN produzido pela estimulacio resulta da metaboliza-
¢do extra-neuronal da NA-*H libertada.

12) Os nossos resultados suportam a ideia, geralmente aceite,
de que o mediador é libertado na forma intacta pela estimulacdo
nervosa, ocorrendo a sua biotransformacao apdés recaptagdo neuronal
e captacio extra-neuronal.

13) Quando a COMT est4 inibida e a recaptacio neuronal esti
bloqueada, a NA-*H libertada & em grande parte desaminada em
DOPEG pela MAO extra-neuronal.

14) Quando a MAO estd inibida, verifica-se apenas um ligeiro
aumento da metilacio da NA-*H libertada.

15) As conclusotes 13 e 14 apoiam a ideia de que normalmente
a fraccdio OMDA libertada pela estimulagio resulta em grande parte
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da desaminacdo extra-neuronal da NA-*H em DOPEG e ulterior
metilacao em MOPEG.

16) O facto da inibicio da COMT prolongar o relaxamento
apenas quando a recaptagio neurcnal estd inibida (sabendo-se que
a NA-"H é intensamente desaminada e metilada extra-neuronalmente)
sugere que a metilacio do mediador ocorre mais proxima dos recepto-
res do que a desaminacio.

17) Quando se compara a influéncia de vArios firmacos, na
duragio do efluxo da NA-°H libertada e no relaxamento de prepa-
ragbes contraidas pela estimulacao, verifica-se uma boa concordancia
de resultados: apenas nas experiéncias em que se inibiu a recaptacao
neuronal se assistiu a um prolongamento do efluxo e do relaxamento.
Estes resultados sugerem que a NA-H se comporta como o mediador
libertado.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

This work presents a new technique which, through oil immer-
sion, makes it possible to study the mechanisms on which, in sym-
pathetic nerve endings, depends the termination of a response to
a stimulus. This method, however, only provides us with information
regarding the mechanism which releases the transmitter into the
extracellular space in the immediate vicinity of the receptor, but
not the final fate of the transmitter. For this purpose, NA-*H was
used as a transmitter and the kinetics of the amine released, either
spontaneously or through nervous stimulation, were studied.

These studies were exclusively done on preparations of the
saphenous vein of the Dog, the results of which permitted us to
come to the following conclusions:

(1) When preparations of the saphenous vein are immersed
in mineral oil and subjected to an electrical stimulus, these begin to
contract within a few seconds, attaining their peak response in 5-6
minutes of continued stimulation. When this stimulus is interrrupted,
the contractile response rapidly disappears (within 1-3 minutes).

(2) Pharmacological analysis indicates that the contractile
response obtained under our experimental conditions, depends on
the release of NA.

(3) Termination of a response depends basically on the neuronal
uptake of the released transmitter, Extraneuronal uptake metabo-
lization (by MAO and COMT), or diffusion of the transmitter, did
not appear to intervene in the termination of the response.

(4) Extraneuronal uptake, methylation and diffusion of the
transmitter are only responsible for the termination of the response
when neuronal uptake is blocked. Thus, these inactivation mecha-
nisms behave as supplments to neuronal uptake.

(5) The type of response to a stimulus (brief latency period,
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speed at which response takes place, maximum amplitude, and rapid
termination of response), as well as the relative importance of the
inactivation mechanisms, are explained by the characteristics of the
neuronal-effector relationships extant in the saphenous vein.

(6) During the 215-minute-long perfusion of the preparations
charged with NA-*H, a loss of tritiated substances was observed
which corresponded to 42 9, of the accumulated *H in the prepara-
tion, prior to perfusion. This loss of *H took place in two phases:
an initial phase in which the outflow was rapid and a final phase
from 120 to 215 minutes in which the rate of outflow was «stable»
(T/2=156 minutes).

(7) During the «stable» phase, more than 90 9%, of the *H
released was composed of NA-'H metabolites (especially DOPEG
and OMDA). The percentile value of the various fractions of the
outflow also remained constant at this time.

(8) DOPEG and DOMA fractions of the spontaneous outflow
are formed in the neuronal axoplasm from NA-*H. The OMDA
fraction could correspond to VMA, which is formed in the extraneu-
ronal compartments.

(9) During the «stable» phase, electrical stimulation released
appreciable amounts of *H, which are of an exclusively neuronal origin.

(10) 40 9, of the amine released by electrical stimulation corres-
ponded to intact NA-*H, the remainder consisting of metabolites,
particulary DOPEG and OMDA.

(11) The DOPEG released by stimulation was a result of
axoplasmatic deamination of NA-*H taken up by the sympathetic
terminal following release intc the extracellular space. The OMDA
and NMN produced by stimulation was a result of the extraneuronal
metabolization of the released NA-"H.

(12) Our findings support the generally accepted hypothesis
that the transmitter is released intact as a result of nervous stimu-
lation, and that biotransformation occurs following neuronal and
extraneuronal uptake.

(13) When COMT was inhibited and neuronal uptake was
blocked, released NA-*H was in great part deaminated to DOPEG
by extraneuronal MAO.

(14) When MAO was inhibited, a small increase in the methy-
lation of released NA-*H was noted.

(15) Conclusions 13 and 14 support the idea that usually, the
OMDA. fraction released by stimulation is, in a great part, a result
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of extra-neuronal deamination of NA-*H to DOPEG and subsequent
methylation to MOPEG.

(16) The fact that inhibition of COMT prolonged relaxation
when neuronal uptake only, was inhibited (knowing that NA-*H had
been intensively deaminated and methylated extraneuronally) suggest
that methylation of the transmitter occurs at a point closer to the
receptors than deamination.

(17) When the effect of various drugs on the outflow of
released NA-*H is compared to the relaxation of the preparations
contracted through stimulation, we verify compatible results. Only
in those experiments where neuronal uptake was inhibited, was there
a prolonged outflow and relaxation. These findings suggest that
NA-°H behaved like released endogenous transmitter.
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