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Resumo

A acetilcolina (ACh) € o neurotransmissor mais importante no controlo da
motilidade gastrointestinal. A libertacdo de ACh dos neurénios entéricos € regulada por
receptores neuronais especificos (De Man et al., 2003). Estudos prévios demonstraram que
a adenosina exerce um papel duplo na libertacdo de ACh dos neurénios entéricos através
da activacdo dos receptores inibitorios A; e facilitatorios A,a (Duarte-Aradjo et al., 2004).
O potencial terapéutico dos compostos relacionados com a adenosina no controlo da
motilidade e da inflamacéo intestinal, levou-nos a investigar o papel dos receptores com
baixa afinidade para a adenosina, Ays e As, na libertacdo de acetilcolina induzida por
estimulagdo eléctrica nos neurénios mioentéricos.

Estudos de imunolocalizagdo mostraram que 0s receptores A,g exibem um padréo
de distribuicdo semelhante ao do marcador de células gliais (GFAP). No que respeita aos
receptores A; e As, estes encontram-se distribuidos principalmente nos corpos celulares
dos neurdnios ganglionares mioentéricos, enquanto os receptores A,a estdo localizados
predominantemente nos terminais nervosos colinérgicos. Neste trabalho mostrou-se que a
modulacdo da libertagdo de ACh-[’H] (usando os antagonistas selectivos DPCPX,
ZM241385 e MRS1191) é balanceada através da activacdo tdénica dos receptores
inibitorios (A;) e facilitatorios (Aza € Asz) pela adenosina enddgena.

O antagonista selectivo dos receptores A,g, PSB603, ndo foi capaz de modificar o
efeito inibitério da NECA (anadlogo da adenosina com afinidade para receptores A;). O
efeito facilitatério do agonista dos receptores Az, 2-Cl-1IB MECA (1-10 nM), foi atenuado
pelo MRS1191 e pelo ZM241385, os quais bloqueiam respectivamente os receptores Az e
Aoa. Contrariamente a 2-Cl-IB MECA, a activacao dos receptores A,a pelo CGS21680C,
atenuou a facilitacdo da libertacdo de ACh induzida pela activacdo dos receptores
nicotinicos numa situacdo em que a geracdo do potencial de accdo neuronal foi bloqueada

pela tetrodotoxina.
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A localizacdo diferencial dos receptores excitatorios Az e A,a ao longo dos
neurénios mioentéricos explica porque razéo a estimulacdo dos receptores Az (com 2-Cl-
IB MECA) localizados nos corpos celulares dos neurdnios mioentéricos exerce um efeito
sinérgico com os receptores facilitatorios A,a dos terminais nervosos no sentido de
aumentarem a libertagéo de ACh.

Os resultados apresentados consolidam e expandem a compreensdo actual da
distribuicdo e funcdo dos receptores da adenosina no plexo mioentérico do ileo de rato, e
devem ser tidos em consideracdo para a interpretacdo de dados relativos as implicacfes

fisiopatologicas da adenosina nos transtornos da motilidade intestinal.
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Abstract

Acetylcholine (ACh) is the most important neurotransmitter in the control of
gastrointestinal motility. The release of ACh from enteric neurons is regulated by specific
neuronal receptors (De Man et al., 2003). Previous studies have shown that adenosine
exerts a dual role in the release of ACh from enteric neurons by activation of inhibitory
receptors A; and facilitatory A,a (Duarte-Araujo et al., 2004). The therapeutic potential of
compounds related to adenosine in the control of intestinal motility and inflammation led
us to investigate the role of receptors with low affinity for adenosine A,g and As on the
release of acetylcholine induced by electrical stimulation in myenteric neurons.
Immunolocalization studies showed that A,g receptors exhibit a distribution pattern similar
to the glial cell marker (GFAP). With respect to A; and A3 receptors, they are distributed
mainly in cell bodies of myenteric ganglion neurons, while the Aa receptors are located
predominantly in cholinergic nerve terminals. This work showed that the modulation of
ACh release-[3H] (using selective antagonists DPCPX, ZM241385 and MRS1191) is
balanced by activation of tonic inhibitory receptors (A;) and facilitatory (A.a and As) by
endogenous adenosine.

The Azs receptor selective antagonist, PSB603 was not able to modify the
inhibitory effect of NECA (adenosine analogue with similar affinity for A;). The
facilitatory effect of the As receptor agonist, 2-Cl-IB MECA (1-10 nM) was attenuated by
MRS1191 and by ZM241385, which block respectively Az and A,a receptors. In contrast
to 2-Cl-IB MECA, activation of A,a receptors with CGS21680C attenuated nicotinic
facilitation of ACh release induced by focal depolarization of myenteric nerve terminals in
the presence of tetrodotoxin. Tandem localization of excitatory As; and A,a receptors along
myenteric neurons explains why stimulation of As receptors (with 2-CI-IB MECA) on
nerve cell bodies acts cooperatively with prejunctional facilitatory A,a receptors to up-
regulate acetylcholine release. The results presented herein consolidate and expand the
current understanding of adenosine receptor distribution and function in the myenteric
plexus of the rat ileum, and should be taken into consideration for data interpretation

regarding pathophysiological implications of adenosine on rat intestinal motility disorders.

VI
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1. Sistema Nervoso Entérico

O sistema nervoso exerce uma influéncia profunda em todos 0s processos
digestivos, nomeadamente ao nivel da motilidade, do transporte i6nico associado a
secrecdo e absorcdo, e do fluxo sanguineo gastrointestinal. Parte do controlo das funcdes
digestivas resulta do efeito regulador exercido pelo sistema nervoso central através dos
nervos autonémicos. No entanto, o sistema digestivo pode funcionar independentemente
das suas conexdes com o sistema nervoso central. O tracto gastrointestinal € composto por
um sistema nervoso proprio que contém tantos neurdnios quantos tem a medula espinal,
denominado sistema nervoso entérico (SNE).

O SNE pode ser entdo considerado um sistema nervoso independente formado por
uma série de circuitos neuronais. Estes sdo os responsaveis pelo controlo e coordenagdo de
funcdes motoras, do fluxo sanguineo local, das secre¢Bes gastrointestinais, e ainda pela
modulacéo de funcbes de caracter enddcrino e imunitario (Costa et al., 2000).

O SNE ¢ representado essencialmente pela presenca de células nervosas
(neurdnios) e pela presenca de células de suporte (glia). As células da glia encontram-se
em justaposicdo com 0s neurénios numa razdo de 4:1 (Bassoti et al., 2007; Ruhl et al.,
2004).

Os componentes principais do SNE sao duas redes ou plexos neuronais: (1) um
plexo externo, situado entre as camadas musculares longitudinal e circular, denominado
plexo mioentérico (ou de Auerbach); e (2) um plexo interno, denominado plexo
submucoso (ou de Meissner), localizado na submucosa (figura ). O plexo mioentérico
controla principalmente os movimentos gastrointestinais e a secrecdo de enzimas de 6rgaos
adjacentes, enquanto o plexo submucoso controla sobretudo a secrecdo gastrointestinal e o

fluxo sanguineo local.

Camadade
Musculo circular

Plexo
Mioentérico

(Auerbach’s) Plexo

Submucoso
(Meissner’s)

Camadade
Musculo
longitudinal

Figura I- Organizagdo do sistema Nervoso Entérico (Adaptado de Purves et al., 2001)
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i. Plexo mioentérico

O plexo mioentérico consiste numa extensa rede neuronal que se estende por todo o
comprimento do tracto gastrointestinal, que é coadjuvada na sua funcdo de controlar a
actividade muscular, glandular e vascular, por células gliais e pelas células intersticiais de
Cajal. Em resposta a um estimulo, os seus principais efeitos consistem num aumento da
contraccdo tonica da parede intestinal, num aumento de intensidade das contraccdes
ritmicas, num ligeiro aumento na frequéncia do ritmo de contraccdo e numa maior
velocidade de condugdo das ondas excitatorias ao longo da parede intestinal, resultando em

movimentos mais rapidos das ondas peristalticas.
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Figura 11- Cadeias lineares de neurdnios interconectados no plexo mioentérico.

Os neurdnios entéricos sintetizam uma grande variedade de substancias
neuroactivas (e.g. ACh, noradrenalina, serotonina, péptidos, NO), muitas das quais sao
neurotransmissores existentes em neurénios nao-adrenérgicos ndo-colinérgicos (NANC),
nas quais se incluem: NO, purinas (ATP e adenosina), aminoacidos e polipéptidos (Costa
etal., 1996).

A maior parte dos neurénios entéricos envolvidos nas fun¢des motoras do intestino
estdo localizados no plexo mioentérico (figura Il). Estudos funcionais demonstraram
essencialmente a existéncia de neurdnios sensitivos, interneurénios (orientados
longitudinalmente no sentido oral e anal), e neurénios motores inibitdrios e excitatorios
(Costa et al., 1996). Através de inimeros estudos imunohistoquimicos foi possivel a
identificacdo de diferentes populacdes de neuronios mioentéricos (Costa et al., 1996).
Aproximadamente 30% dos neuronios entéricos estimulam a contracgdo do mausculo
longitudinal e apresentam imunorreactividade para a acetiltransferase da colina (ChAT, a
enzima que sintetiza a ACh) e para a substancia P (SP); estes dois neurotransmissores estao

tambem localizados (1) num grande nimero de neuronios sensoriais (30%) provenientes
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dos neurdnios mecano-sensoriais existentes no muasculo circular e na mucosa, (2) em
alguns neurénios motores que inervam o musculo circular (12%), e (3) em interneurénios
de trajectoria ascendente (5%). Os neurdnios motores inibitorios e 0s interneurénios com
trajectoria descendente utilizam como neurotransmissor o péptido intestinal vasoactivo
(VIP), o monoxido de azoto (NO) e alguns péptidos opidides. Foram ainda detectados nos
neurdnios entéricos agentes vasomotores e secretagogos, como a somatostatina, o péptido

relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e a serotonina (5-HT) (Costa et al., 2000).
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Figura I11- Tipos de neurénios presentes no intestino delgado de porquinho-da-india:

(1) Interneurénios ascendentes; (2) Neurdnios aferentes primarios intrinsecos mioentéricos; (3) Neurénios
intestinofugais; (4) Neurdnios excitatérios do musculo longitudinal; (5) Neurdnios motores inibitérios do
musculo longitudinal; (6) Neurénios motores excitatorios do musculo circular; (7) Neurdnios motores
inibitérios do musculo circular; (8) Interneurdénios descendentes (reflexo local); (9) Interneurénios
descendentes (reflexo secretomotor); (10) Interneurénios descendentes (complexo mioeléctrico migratério);
(11) Neurdnios aferentes primarios intrinsecos submucosal; (12) Neurénios vasodilatadores/secretomotores
ndo-colinérgicos; (13) neurdnios vasodilatadores/secretomotores colinérgicos; (14) Neur6nios (ndo
vasodilatadores) secretomotores colinérgicos. ML — Musculo longitudinal; PM — Plexo mioentérico; MC -
Madsculo circular; PSM — Plexo submucoso; MM- Mucosa muscular; Muc. — Mucosa (Adaptado de Furness,
2006)

No presente trabalho foi usada uma preparacdo de plexo mioentérico-musculo
longitudinal (PM-ML) do ileo de rato. Esta preparacdo é rica em neuronios colinérgicos,
principalmente neurdnios excitatorios que se encontram projectados para o mdasculo

4
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longitudinal (25%). Estes recebem impulsos das vias intrinsecas aferentes primarias (26%)
e das vias ascendentes e descendentes (17%) (Costa et al., 1996). Embora a acetilcolina
(ACh) possa ser originada nas terminacdes nervosas colinérgicas pré-ganglionares, esta
representa apenas uma pequena proporcdo do conteudo total da ACh medida
experimentalmente. Este facto deve-se a existéncia de um numero excessivo de fibras
ganglionares no PM-ML relativamente as fibras pré-ganglionares extrinsecas observadas

na mesma preparacao (Paton & Vizi, 1969).

2. Transmissdo purinérgica

A primeira descricdo da acgdo extracelular dos nucleodtidos e nucledsidos de
adenina foi publicada em 1929 por Drury e Szent-Gyorgyi. Estes autores estudaram os
efeitos das purinas no sistema cardiovascular de mamiferos. Apesar da clareza das
primeiras evidéncias, o reconhecimento do papel fisiologico das purinas como agentes
reguladores da comunicacao intercelular gerou alguma resisténcia durante longos anos. Em
1972, Burnstock e seus colaboradores conseguiram estabelecer definitivamente a
importancia desempenhada pelo ATP, propondo na ocasido a utilizacdo dos termos
“purinérgico” (relativo aos mecanismos extracelulares mediados pelas purinas) e
“transmissdo purinérgica” (referindo-se ao papel do ATP como neurotransmissor).

Hoje em dia, ndo restam ddvidas sobre a acumulacdo de moléculas de ATP
juntamente com a acetilcolina (ACh) nas vesiculas sinapticas (Dowdall et al., 1974), tendo
sido também demonstrado por Burnstock a sua libertacdo concomitante com a ACh por
exocitose dependente de célcio (Ca?*) extracelular. A co-transmisséo ACh/ATP é
responsavel por inimeros efeitos resultantes da estimulagdo do sistema nervoso autbnomo
(SNA), podendo também ocorrer nos terminais nervosos motores da juncao neuromuscular
(Silinsky, 1975). Noutras sinapses foi também demonstrada a libertacdo de ATP de forma
independente da libertacdo de ACh (Marsal et al., 1987).

O ATP libertado pelas células é rapidamente hidrolisado pelas ecto-nucleotidades
existentes na fenda sinaptica, dando origem a produtos biologicamente activos, como o
ADP, 0 AMP e a adenosina (ver a revisdo de Zimmermann, 2000). Assim, o ATP libertado
pode exercer efeitos directos, através da activacdo de receptores do tipo P2, ou indirectos,
através da activacdo de receptores P2 (sensiveis aos metabolitos nucleotidicos) e P1
(activados pela adenosina).
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Figura IV- Estrutura quimica do ATP (Fonte: http://www.worldofmolecules.com)

A adenosina é um metabolito celular ubiquitario, que esta directamente envolvido
na comunicacao intercelular, nomeadamente no sistema nervoso (Ribeiro et al., 2003). O
principal papel da adenosina em diferentes tipos celulares é a sua capacidade de refrear o
metabolismo celular em resposta a situacGes de stress (Mcllwain, 1979; Kulinski et al,
1987; Daval & Nicolas, 1998: Zhong et al, 1998). No entanto, o seu papel fisiolégico na

manutengdo da homeostasia interna tem merecido uma atengdo particular (Cunha, 2001).

Figura V- Estrutura quimica da adenosina (Fonte: http://www.worldofmolecules.com)

Contrariamente ao ATP, a adenosina ndo funciona como um neurotransmissor
classico, ndo sendo armazenada nem libertada a partir de vesiculas sinapticas. Para além da
sua origem a partir do catabolismo extracelular dos nucleétidos de adenina, a adenosina
pode ser libertada para o meio extracelular através da inverséo do transporte equilibrativo
de nucledsidos (Ribeiro et al., 2003; Gu et al., 1995).
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. Receptores Purinérgicos

Os nucleotidos e nucledsidos de adenina modulam a fungdo neuronal através da
activagéo de receptores localizados nas membranas celulares. Burnstock prop0s a base para
distinguir dois tipos de receptores purinérgicos, designados por receptores P1 e P2. Os
primeiros (P1) sdo activados preferencialmente pela adenosina, e os Gltimos (P2) séo
activados preferencialmente por nucledtidos purinicos (ATP, ADP, polifosfatos de
adenosina) e pirimidinicos (UTP, UDP). Esta nomenclatura foi adoptada pela International
Union of Pharmacology (IUPHAR) (Abbracchio & Burnstock, 1998).

i. Receptores da adenosina (P1)

A neuromodulacdo pela adenosina € exercida através da activacao de receptores de
elevada (A; e Ayp) € de baixa afinidade (Azs e Asz) para o nucledsido. Os receptores de
elevada afinidade tém uma importancia fisiolégica comprovada, enquanto os receptores de
baixa afinidade parecem desempenhar um papel relevante apenas em situag@es patologicas,
quando os niveis extracelulares de adenosina se tornam mais elevados (e.g. hipoxia,
isquémia, inflamacdo, reducdo da carga energética celular por activacao excessiva). Estes
receptores sdo designados por receptores P1 e pertencem a familia dos receptores

acoplados a proteinas G (GPCR).

Receptores de Adenosina ‘

Figura VI- Representacdo esquematica dos diferentes subtipos de receptores da adenosina.

A terminologia A1, Aoa, Aog € Az, coerente com 0s principios da nomenclatura de
receptores adoptada pela NC-ITUPHAR (Fredholm et al., 2001), baseia-se no perfil
farmacol6gico de cada subtipo de receptor proposto, bem como no tipo de segundo

mensageiro envolvido na sua resposta biologica e na demonstracdo inequivoca da
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existéncia do gene correspondente. Inicialmente foram identificados apenas dois tipos de
receptores, A; e A, (Van Calker et al., 1979). Estes autores demonstraram que a activagao
de receptores A; pela adenosina e pelos seus analogos estaveis promovia a inibicdo da
adenilciclase em culturas de células de cérebro de rato, obtendo-se o efeito oposto quando
eram activados receptores do subtipo A,. Londos e seus colaboradores, em 1980,
realizaram experiéncias semelhantes usando adipdcitos e hepatdcitos. Também eles
demonstraram que a ordem da poténcia dos andlogos de adenosina era diferente nos
adipdcitos (onde a adenilciclase era inibida) e nos hepatdcitos (onde a adenilciclase era
estimulada). Estes autores denominaram os receptores inibitorios da adenosina, R;, e 0s
receptores facilitatorios, de R,. Estes receptores sdo os equivalentes aos receptores A; e A,
descritos pelo grupo de Van Calker, segundo a nomenclatura aceite pela IUPHAR.

Os receptores A, subdividem-se ainda em receptores A;a € Agg devido ao
reconhecimento de que a activacdo da adenilciclase pela adenosina era mediada por dois
locais de ligagdo diferentes, um de elevada afinidade (A2s) e outro de baixa afinidade
(Azg). Esta hipotese, proposta inicialmente por Daly e colaboradores em 1983, foi
posteriormente validada pela existéncia de diferentes perfis farmacoldgicos entre os dois
subtipos de receptores (A;a e Azg) e apos clonagem e sequenciacdo destes mesmos
receptores (Fredholm et al., 2001). O membro mais recente da familia de receptores da
adenosina, o receptor Ag, tem um perfil farmacol6gico e uma distribuicdo tecidular distinta
dos restantes receptores, sendo como o receptor A,g, um receptor com baixa afinidade para
a adenosina nos roedores. Este receptor comporta-se como um receptor de elevada
afinidade no homem, onde pode ser activado também pela inosina resultante da
desaminacdo extracelular da adenosina enddgena.

Os receptores Aza € Agg interagem preferencialmente com os membros da familia
das proteinas Gs e os receptores A; e Az com 0os membros da familia das proteinas Giy
(Fredholm et al., 2001). O receptor A; é pleiotropico, podendo também actuar sobre canais
de potassio e de célcio, sobre fosfolipases A, ou C e sobre a guanilciclase (Collis et al.,
1993). O receptor Az pode ainda activar a cascata da fosfolipase C/ IPs/ diacilglicerol por
intermédio de uma proteina G-

A activacdo dos receptores da adenosina depende dos niveis basais de adenosina
endégena. No rato, os receptores A; e A, requerem cerca de 10 a 10 M de adenosina
enddgena para serem activados, enquanto 0s receptores Az apresentam um valor de K;
estimado na ordem dos 10° M para a adenosina. Desta feita, 0s receptores A; e Ay S30

considerados receptores de elevada afinidade (activados com niveis basais de adenosina),
8
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enquanto os receptores Azg € Az sdo considerados receptores de baixa afinidade, no rato.
Estes dois altimos receptores podem ser activados durante condicbes fisiopatoldgicas,
quando os niveis de adenosina estdo aumentados (Antonioli et al., 2008; Bozarov et al.,
2009).

lii.  Metabolismo da adenosina: Vias de producdo, libertacdo e

inactivacao

Quanto ao metabolismo da adenosina podem distinguir-se trés vias principais:
producdo, libertacdo e inactivacdo. A adenosina pode ser produzida no interior das células
nervosas maioritariamente a partir do catabolismo do AMP, podendo também resultar da
metabolizacdo extracelular dos nucleétidos de adenina libertados. Quando as necessidades
energéticas excedem o aporte, o0 ATP citoplasmatico é convertido em ADP e AMP. A
enzima 5’-nucleotidase intracelular desfosforila 0 AMP formando adenosina que pode,
entdo, ser transportada para o exterior da célula por um processo de difusdo facilitada
através de um transportador bidireccional equilibrativo. Esta via de producdo de adenosina
esta indirectamente relacionada com a actividade celular. Alternativamente, a adenosina
pode ser formada extracelularmente a partir do ATP libertado das vesiculas sinapticas
conjuntamente com outros neurotransmissores (Dowdall et al., 1974; Silinsky, 1975).
Subsequentemente, o ATP libertado é metabolizado pelas ecto-nucleotidases com
formagdo sequencial de ADP, AMP e adenosina. Quer a adenosina quer os metabolitos
nucleotidicos do ATP podem actuar em receptores de membrana para modular a actividade
neuronal. O mecanismo pelo qual esta regulacdo se processa continua a ser alvo de estudo
intenso. Diversas observacdes sugerem, ainda, que a libertacdo ndo-neuronal (e.g. células
da glia, células inflamatérias, etc.) de purinas pode ter implicagdes directas na modulacao
purinérgica. E dificil determinar qual destes mecanismos é o responsavel pela producéo
destes mediadores em diferentes tecidos e qual a contribuicdo de cada um individualmente
para os seus efeitos fisiologicos.

A adenosina € inactivada apos recaptacdo pelos neurénios e/ou células vizinhas,
quer por fosforilagdo pela cinase da adenosina (AK), quer por desaminacdo pela
desaminase da adenosina (ADA). A AK tem uma localizacdo exclusivamente
citoplasmatica e possui uma afinidade para a adenosina 10-100 vezes maior do que a ADA.

Dado que, em circunstancias normais, 0s niveis intracelulares de adenosina séo
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relativamente baixos (~50 nM), a fosforilagdo pela AK é a via preferencial de
metabolizacdo da adenosina, enquanto a desaminacdo apenas desempenha um papel
significativo quando a concentracdo citoplasmatica de adenosina aumenta (> 0.5 uM) ¢ a
via fosforilativa fica saturada (Meghji et al., 1991). A fosforilacdo intracelular rapida da
adenosina pela AK, principalmente em AMP e ATP (Zimmerman et al., 1979), mantém os
niveis de adenosina baixos, favorecendo a captacdo de adenosina do meio extracelular de
acordo com o gradiente de concentracdo. Varios estudos provaram que mesmo quando sao
aplicadas extracelularmente concentracfes elevadas de adenosina, 0S Seus niveis

intracelulares s&o pouco alterados.
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Figura VII- Vias de transporte, metabolismo e formacdo. A adenosina pode ser produzida no interior das
células nervosas, principalmente a partir da degradacdo do AMP, podendo também resultar da degradacdo da
S-adenosil homocisteina (SAH). E transportada para o exterior da célula por um processo de difusdo
facilitada através de um transportador equilibrativo. Alternativamente, a adenosina pode ser formada
extracelularmente a partir do ATP metabolizado pelas ecto-nucleotidases, originando ADP, AMP e adenosina
(Adaptado de Latini & Pedata, 2001).

3. Transmissao colinérgica

O principal neurotransmissor da divisdo parassimpatica do sistema nervoso
autonomo é a acetilcolina (ACh), cuja libertacdo origina um tipo de transmissdo dita
colinérgica.

10
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A descoberta da ac¢do farmacologica da ACh provem de estudos realizados com
glandulas supra-renais. Sabia-se que 0s extractos supra-renais provocavam um aumento da
pressdo arterial em virtude do seu contetdo em adrenalina. Em 1900, Reid Hunt constatou
que, apo6s a remocdo da adrenalina desses extractos, eles produziam uma diminuicdo da
pressdo arterial. Este autor atribuiu esta diminuicdo a presenca de um derivado mais
potente da colina. Com Taveau, Hunt testou varios derivados da colina e descobriu que a
ACh era cerca de 100000 vezes mais activa do que a colina na reducao da presséo arterial
de coelho. Embora os estudos de Hunt tenham sugerido a presenca de ACh nos tecidos, a
sua funcdo fisioldgica ndo ficou claramente esclarecida durante essa época. Desta feita, a
ACh continuou a ser alvo da curiosidade farmacoldgica até a descoberta do seu papel como
transmissor na década de 30, por Dale e seus colaboradores. Dale, em 1953, foi o
responsavel pelo estabelecimento do termo colinérgico, para se referir a qualquer neurénio
que liberta a acetilcolina como neurotransmissor.

A ACh é uma molecula simples, sintetizada nos terminais axoniais dos neurdnios
colinérgicos pela enzima colina acetiltransferase (ChAT). Esta enzima cataliza a reaccao
de condensacdo alddlica entre a acetil coenzima A e a colina, obtendo-se como produtos a
acetilcolina e a coenzima A. Apesar de a ChAT ser uma enzima citosolica, existe em maior
densidade junto a membrana externa das vesiculas sinépticas. Esta localizag&o preferencial
favorece a captacdo rapida da ACh sintetizada de novo pelos seus locais de
armazenamento, as vesiculas sinapticas. A colina necessaria a sintese da ACh é originada a
partir (1) da colina livre do plasma, (2) da hidrolise dos fosfolipidos das membranas
celulares e (3) da reciclagem da colina, resultante da accdo da acetilcolinesterase (AChE)
sobre a ACh libertada para a fenda sindptica. A colina, como outras bases quaternarias,
difunde-se muito lentamente através das membranas celulares; no entanto, a maioria das
células é capaz de a captar do meio extracelular por intermédio de um processo saturavel
mediado por um transportador com grande afinidade para a colina (K, entre 20 ¢ 100 uM).
Nas terminacdes nervosas colinérgicas existe um transportador concentrativo adicional.
Este transportador possui uma elevada afinidade para a colina (Ky entre 1 ¢ 5 uM) e
depende da temperatura e da concentragdo extracelular de Na* para o seu funcionamento;
compostos estruturalmente similares a colina, como o hemicolinio-3, podem inibir este
transportador. A capacidade de concentrar colina no interior do terminal nervoso é
particularmente relevante durante a actividade sinaptica, para acelerar a sintese de ACh.

Como referido anteriormente, a sintese de ACh é limitada pela disponibilidade de colina,

11
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fazendo com que o transporte de colina seja o factor regulador mais importante desta via
metabolica.

Ap0s a sintese, a ACh é transportada para o interior das vesiculas sinépticas através
de um mecanismo de anti-porte movido por um gradiente electroquimico de protdes. O
vesamicol inibe este sistema de transporte, bloqueando a libertacdo de ACh. O
armazenamento resulta do empacotamento de quantidades relativamente constantes de
ACh (cada “quantum” contém geralmente 1000-50000 moléculas) em cada vesicula
sinaptica. A concentracdo de ACh no interior de cada vesicula pode atingir 100 mM.

A libertacdo de ACh ocorre quando um potencial de acc¢do atinge as terminacdes
nervosas e desencadeia o influxo de Ca?* extracelular em quantidade suficiente. O aumento
da concentracdo intracelular de Ca** favorece a aproximacdo das vesiculas sinépticas da
zona activa da membrana pré-sinaptica, interactuando com proteinas especificas da
membrana vesicular (VAMPS) pertencentes ao sistema de ancoragem. A fusdo entre a
membrana das vesiculas e a membrana do terminal sindptico processa-se através da
interaccdo de proteinas vesiculares (e.g. sinaptotagmina, sinaptobrevina) com proteinas
ligadas a membrana celular (e.g. SNAP-25, sintaxina). A fusdo das membranas
desencadeia a libertacdo exocitdtica de centenas de quanta de ACh para a fenda sinaptica.

Apo6s a libertacdo da ACh, a sua concentracdo na fenda sinaptica diminui
rapidamente mesmo durante a actividade neuronal intensa, limitando a extensao dos efeitos
sobre 0s seus receptores de membrana. Sdo trés os mecanismos implicados na remocéo da
ACh da fenda sinaptica: inactivacdo enzimatica pela acetilcolinesterase (AChE), captacdo

ou recaptacdo neuronal e difuséo para fora da sinapse.

12
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Figura VII1- Metabolismo da acetilcolina nos terminais nervosos colinérgicos. A sintese de ACh a partir da
colina e do acetil CoA requer a presenca da colina acetiltransferase. O acetil CoA surge a partir do piruvato
originado, por sua vez, a partir da glucose. A colina é transportada para os terminais através de um
transportador dependente de Na®, a acetilcolina é acumulada em vesiculas sinapticas, libertada e rapidamente
metabolizada pela acetilcolinesterase, €, a colina é recaptada para dentro do terminal para que seja possivel
ocorrer nova sintese de ACh (Adaptado de Purves et. al, 2004).

4, Transmissdo purinérgica e colinérgica no plexo mioentérico

A ACh é o regulador principal da motilidade intestinal e o neurotransmissor
excitatorio mais importante no plexo mioentérico. No plexo mientérico, o ATP é co-
libertado com outros neurotransmissores (e.g. ACh) (White, 1982) podendo exercer efeitos
excitatdrios ou inibitorios dependendo do tipo de receptores activados, da sua localizagdo e
do tipo de células estimuladas.

A libertacdo de acetilcolina dos nervos entéricos colinérgicos € regulada pré-
sinapticamente pela presenca e envolvimento de receptores neuronais especificos. Entre

estes, encontram-se 0s receptores purinérgicos P1 e P2, que quando activados (pela
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adenosina ou pelo ATP, respectivamente) podem promover ou inibir a libertacdo de ACh
(De Man et al., 2003).

5. Objectivos

Actualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de farmacos como
opcoes terapéuticas para o tratamento das doencas gastrointestinais (tais como a doenca de
Crohn ou a colite ulcerosa). Destes, foram propostos farmacos que actuam por estimulacao
directa dos receptores da adenosina, ou, através do aumento dos niveis locais de adenosina,
em modelos de doenca em animais roedores (Antonioli et al., 2008). Hoje em dia sabe-se
que todo o sistema que envolve a adenosina, incluindo os nucledsidos, os receptores, 0s
transportadores e as enzimas metabolicas, desempenha fungdes importantes de
imunoregulacdo e de neuromodulacdo no tracto gastrointestinal humano (revisto por
Antonioli et al., 2008). Em publicacfes anteriores, foram usados agonistas e antagonistas
selectivos para os receptores da adenosina no plexo mioentérico - musculo longitudinal de
ileo de rato. Foi demonstrado que a adenosina exerce um papel bifasico na libertacdo de
ACh dos neurénios motores mioentéricos, mediado através da activacdo de receptores
juncionais facilitatérios do subtipo A.a e extrajuncionais inibitorios do subtipo A; (Duarte-
Araljo et al., 2004). Tendo em vista o potencial terapéutico dos compostos relacionados
com a adenosina para controlar as alteragbes da motilidade intestinal (e.g. Akkari et al.,
2006), resolvemos investigar especificamente a distribuicdo geografica dos receptores de
adenosina de baixa afinidade (Azs € A3) no plexo mioentérico - musculo longitudinal do
ileo de rato, que podem ser mais facilmente activados em condic6es patolégicas.

Os varios subtipos de receptores de adenosina sdo amplamente expressos no tracto
gastrointestinal humano, e estendem-se desde as camadas de mucosa/submucosa até ao
compartimento neuromuscular do intestino grosso e delgado, como foi demonstrado
previamente pela reaccdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) e
através de estudos imunohistoquimicos (Dixon et al., 1996; Christofi et al., 2001). No que
respeita aos animais roedores, a maioria dos resultados obtidos na distribuicdo dos
receptores da adenosina no rato, foram baseados em estudos feitos para a identificagéo do
MRNA, sem qualquer caracterizagdo da sua localizacdo celular (revisto por Antonioli et
al., 2008). Esta falta de informacdo levou-nos a investigar a distribuicdo regional dos

quatro subtipos de receptores da adenosina em preparacdes de plexo mioentérico-musculo
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longitudinal (PM-ML) de ileo de rato, marcados com anticorpos fluorescentes, por

microscopia confocal.
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CAPITULO II - Métodos
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1. Preparacgdo e montagem do plexo mioentérico de rato

Foram utilizadas preparacGes de plexo mioentérico-musculo longitudinal (PM-ML),
retiradas de ileo de ratos da estirpe Wistar (Charles River — CRIFFA, Barcelona, Espanha;
Biotério do ICBAS, Porto, Portugal) de ambos 0s sexos com peso médio aproximadamente
de 200g. Os animais foram mantidos a uma temperatura constante (21 © C), com ciclos de
luminosidade (06.30-19.30h) e de obscuridade (19.30-06.30h) regulares, com acesso livre
a comida e agua. Os animais foram sacrificados por decapitacdo com guilhotina. A
manipulacdo animal seguiu as orientacGes definidas pela Comunidade Europeia do
Conselho (86/609/CEE).

As experiéncias foram realizadas in vitro, segundo a técnica descrita por Paton &
Vizi (1969). Apds abertura do abdémen, o cego e o ileo foram identificados pelas suas

caracteristicas anatémicas.

A l//y~v-\\'-\ .

Figura IX- Localizag&o da jungdo ileo-cecal

O intestino foi cuidadosamente separado das suas aderéncias mesentéricas e,
consequentemente, do seu pediculo vasculo-nervoso, evitando-se a lesdo da parede
intestinal com o material cirdrgico. Foi retirado um fragmento com cerca de 12 centimetros
da porgédo distal do ileo, tendo sido excluidos sistematicamente 0s 2 centimetros proximais
ao cego. Os fragmentos isolados foram colocados numa caixa de Petri contendo uma
solugcdo de Tyrode com a seguinte composicdo (mM): NaCl 137; KCI 2,7; CaCl, 1,8;
MgCl, 1; NaH,PO,4 0,4; NaHCO; 11,9; glucose 11,2) com cloreto de colina (0,001),
oxigenada com uma mistura de O, (95%) e CO, (5%), a temperatura ambiente. Nesse
ambiente, procedeu-se ao esvaziamento do contetdo fecal por instilagdo da solugdo de
Tyrode através do lumen intestinal com o auxilio de uma seringa. Para facilitar a dissec¢édo
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do plexo mioentérico e do musculo longitudinal aderente, foi introduzida uma vareta de
vidro no lumen do fragmento do ileo isolado. As camadas superficiais do intestino
correspondentes a serosa, musculo longitudinal e plexo mioentérico foram seccionadas
longitudinalmente com o auxilio de um bisturi, tendo o cuidado de ndo atingir a camada
muscular circular, de forma a ser possivel isola-las em toda a sua circunferéncia, usando

duas gazes embebidas na solugéo de Tyrode.

Figura X — (1) Caixa de Petri onde o fragmento de ileo isolado foi lavado com solucdo de Tyrode oxigenada,
com o auxilio de uma seringa; (2) Vareta de vidro inserida no limen do fragmento do ileo para remocéo do
plexo mioentérico; (3) Preparacdo PM-ML; (4) Camaras de perfusdo verticais onde a preparacdo foi fixada

entre os eléctrodos de prata para realizagdo das experiéncias.

As preparacdes isoladas foram montadas entre dois eléctrodos de prata inseridos
nas suas extremidades, e seguidamente colocadas num sistema Brandel com 12 cdmaras de
perfusdo (Valley International Corp., Austin, USA) (figura XI) com 0,365 mL de
capacidade, nas quais decorreram as experiéncias. A temperatura de 37°C foi mantida
constante durante todo o procedimento experimental através da circulacdo de agua pelo
compartimento exterior a cdmara de perfusdo. Esta dgua foi bombeada a partir de um
banho termostatizado que serviu também para o aquecimento das solucdes utilizadas na
perfusdo. A solucdo de incubacdo/perfusdo foi mantida em agitacdo constante através do

arejamento com uma mistura de O, (95%) e CO, (5%).
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Figura XI- Sistema Brandel com 12 cdmaras de perfusdo (Valley International Corp., Austin, USA): (1)
Sistema de oxigenagdo; (2) Tubos de ensaio onde é possivel serem testados diferentes farmacos em
simultaneo; (3) Sistema de agulhas por onde sdo injectadas as solugdes; (4) Bomba peristaltica; (5) Camaras
ou banhos de 6rgdos com dois eléctrodos de prata, onde sdo colocados os tecidos; (6) Tubos onde sdo
efectuadas as colheitas das amostras; (7) Colector de fraccdes.

2. Quantificacdo da libertacdo de ACh-[*H]

O procedimento empregue para a marcacdo das preparacOes e quantificacdo da
libertagdo de ACh-[°H] foi descrito previamente (e.g. Duarte-Aradjo et al., 2004a) e
seguido com pequenas modificacdes.

I. Periodo de Equilibrio

Inicialmente as preparagdes foram perfundidas com a solugdo de Tyrode oxigenada
durante 30 minutos. O objectivo deste procedimento foi o de equilibrar a preparacdo com

novo meio fisiologico e remover residuos tecidulares resultantes da disseccao.

ii. Periodo de Marcacao

Apbs o periodo de equilibrio, os terminais nervosos colinérgicos foram incubados
durante 40 minutos, com uma solugdo de Tyrode contendo 1 pM de colina-[>H] (actividade
especifica de 5 pCi nmol™). Durante o periodo de marcagdo, as preparacdes foram
estimuladas electricamente com pulsos de 0,5 ms de duragdo e intensidade supraméxima,
aplicados com uma frequéncia de 1 Hz. Os estimulos gerados por um estimulador (Harvard
Instruments, Germany) foram aplicados através de dois eléctrodos de prata colocados nas
extremidades das camaras onde se encontram as preparaces (estimulacdo eléctrica
longitudinal de campo). Estas condig¢Ges favorecem a exaustdo das reservas de acetilcolina

endégena e a sua substituicdo por acetilcolina tritiada (ACh-[*H]) sintetizada de novo.
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iii.  Periodo de Lavagem

Terminado o periodo de marcacdo, a estimulagcdo eléctrica foi interrompida e as
preparacdes foram de novo perfundidas (1 mL min™) com uma solucdo de Tyrode
contendo hemicolinio-3 (10 uM), um inibidor da recaptacdo de colina com elevada
afinidade para o transportador de colina dependente de Na'. A utilizacdo deste inibidor
apos o periodo de marcacdo impede a sintese de novas moléculas de ACh ndo marcadas
radioactivamente, evitando assim o enviesamento na determinagdo da quantidade total de
acetilcolina. Apds lavagem das preparacfes durante 120 minutos para retirar o excesso de
radioactividade ndo incorporada nas terminacgdes nervosas, suspendeu-se a perfuséo e deu-

se inicio ao periodo de libertacéo.

iv.  Periodo de Libertacédo

A recolha das amostras (0,365 mL) da solucdo de incubacéo foi realizada de minuto
a minuto por esvaziamento completo e re-preenchimento dos banhos de 6rgdos com a
solugdo em uso. Este procedimento foi completamente automatizado e executado por um
colector de fracgGes pré-programado ligado a uma bomba peristaltica.

S S,

. A

1
Marcagiao
o . = 3
Equilibrio 40 mnure Libertagiao de Ach-[*H]
30 minutos e 20 minutos
; —

Colina-[*H] Hemicolineo-3

Farmaco

Figura XII- Representagdo esquematica do protocolo experimental seguido. As preparacdes de PM-ML
foram equilibradas durante 30 minutos em solucdo de Tyrode perfundida a um fluxo constante. Depois
passaram por um periodo de marcacdo com uma solucéo de Tyrode contendo 1 uM de colina-[*H], durante
40 minutos. Nos 60 minutos seguintes, procedeu-se a um periodo de lavagem; as preparacdes foram de novo
perfundidas (1 ml min™) com uma solucdo de Tyrode contendo o inibidor da recaptacdo de colina,
hemicolinio-3 (10 pM). Este periodo de lavagem foi antecedente ao periodo de libertagdo, em que estdo
compreendidos 2 periodos de estimulagdo eléctrica, 0 S;, aos 4 minutos, e 0 S,, a0s 8 minutos. Ao longo
destes 20 minutos de libertagdo foi feita a recolha das amostras (0,365 mL) por esvaziamento completo e re-

preenchimento dos banhos de 6rgdos com a solugdo em uso.
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v.  Quantificagdo da ACh-[*H]

A quantidade de radioactividade por amostra foi analisada por espectrometria de
cintilacdo liquida (TriCarb2900TR, Perkin Elmer, Boston, USA) (percentagem de
eficiéncia: 40+2%) apds subtraccdo do valor basal, que nunca excedeu 5% da
radioactividade total das amostras. A radioactividade foi expressa em DPM g™ do peso
seco do tecido determinado no final da experiéncia. Para isso, a preparacdo foi pesada e
imersa (durante a noite, a temperatura ambiente) em 1 mL de &cido tricloroacético a 10% e
determinado o conteudo em tritio existente em 0,1 ml de sobrenadante. O efluxo de ACh-
[*H] foi calculado em percentagem da quantidade de tritio existente no tecido no inicio do
tempo de colheita respectivo (libertacdo fraccionada de tritio, %). Apds os periodos de
marcacdo e de lavagem, as preparacdes continham 10,648+324 x103 dpm g™ e o valor do
efluxo basal de tritio era de (0.12 + 0.02) x 10° dpm g™ no primeiro minuto do periodo de
libertagdo (n=8). A libertacdo fraccionada de tritio na primeira amostra foi de 1.08+0.14%
da radioactividade total presente no tecido no inicio do periodo de libertag&o.

A libertagdo de ACh-[*H] foi induzida por estimulacdo eléctrica de campo (EFS),
utilizando 200 pulsos monofésicos rectangulares de 0,5 ms de duracéo, aplicados com uma
frequéncia de 5 Hz. Foram realizados dois periodos de estimulacdo, ao 4.° (S;) e ao 13.°
(S2) minuto apés o fim do perfodo de lavagem (tempo zero). A libertagdo de ACh-[*H]
induzida por estimulacéo foi calculada subtraindo o efluxo basal de tritio ao efluxo total
durante cada periodo de estimulacdo. Em alguns casos, a libertacdo de ACh foi induzida
por dois periodos de estimulacdo (S1 e S), sendo que o primeiro é resultante de um
estimulo eléctrico e o segundo (S,) resultante da aplicacdo de um agonista nicotinico
(DMPP).

A libertagdo de ACh-[>H] a partir das terminacées nervosas do plexo mioentérico
resulta de um fendmeno de natureza exocitética, ja que foi prevenido na auséncia de calcio
extracelular (Ca**@ + EGTA, 1 mM) e na presenca de tetrodoxina (1 uM) (Duarte- Aradjo
et al., 2004b).

Vi, Efeitos dos fArmacos e interacc¢des farmacoldgicas

Os farmacos a testar foram aplicados 8 minutos antes de S, e mantiveram-se

presentes até ao final da experiéncia. O efeito dos farmacos foi avaliado pelas razdes S,/Ss,
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i.e. as razdes entre a libertacdo de ACh-[*H] calculada durante o segundo periodo de
estimulacdo (na presenca do farmaco) e a libertacdo de ACh-[°H] calculada durante o
primeiro periodo de estimulacdo (na auséncia do farmaco). Os valores expressos em
percentagem correspondem a variacdo percentual das razbes S,/S; quando comparadas
com a razdo S,/S; obtida nas experiéncias controlo. Zero por cento, indica uma igualdade
entre as razOes; valores positivos e negativos, representam aumentos e redugdes da
libertacdo induzida de ACh-[°H]. Quando foram avaliadas as mudancas no efeito dos
farmacos testados induzidos por um modificador, o modificador foi aplicado 8 minutos
antes de iniciar as colheitas das amostras e presente ao longo de S; e S,. Quando o mesmo
farmaco esteve presente em S; e Sy, as razbes S,/S; ndo foram significativamente (P> 0.05)
diferentes daquelas obtidas em condi¢des do controlo, isto €, sem adicdo de farmacos
(0.80+0.03, n=11).

3. Experiéncias de Imunofluorescéncia

3.1. Processamento dos tecidos

Antes da marcacdo com anticorpos especificos, os tecidos foram processados por

duas fases distintas: (1) fixacao e (2) bloqueio e permeabilizacdo do tecido aos anticorpos.

I. Fixacéo

A fixacdo dos tecidos é necessaria para preservar adequadamente 0s componentes
celulares, nomeadamente antigénios e enzimas e, ainda, facilitar as marcacdes
convencionais e imunoldgicas (Ramos-Vara, 2005).

Sendo um processo progressivo, a fixagdo é dependente de factores como
temperatura, pH e tempo. Embora ndo exista um tempo Optimo de fixacdo, um longo
periodo de exposicdo ao fixador pode levar a uma diminui¢do da imunorreactividade de
antigénios, assim como a producdo de resultados falsos negativos, por formacdo de um
excessivo numero de ligacBes cruzadas (formacdo de ligagdes covalentes). Da mesma
forma, se a reaccdo de fixacdo ocorrer num periodo de tempo reduzido, os resultados

obtidos podem ficar aquem do esperado. Assim, a duragdo da fixacdo pode alterar as
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reacgdes imunohistoquimicas, podendo resultar na falha de deteccdo de determinado
antigénio, numa reaccéo fraca, marcacgao inespecifica de fundo aumentada ou reactividade
cruzada alterada (Ramos-Vara, 2005).

O formaldeido € um dos fixadores mais utilizados, que preserva principalmente
péptidos e a estrutura geral dos organelos celulares. No entanto esta fixagdo pode levar a
profundas alteracGes da conformacgédo de macromoléculas (Ramos-Vara, 2005).

Neste trabalho, foi utilizado como fixador uma solucédo de PLP (paraformaldeido
2%, lisina 0.075 M, fosfato de sodio 0.037 M, periodato de sodio 0.01 M). Este fixador ¢é
capaz de preservar tanto a ultraestrutura do tecido como a sua antigenicidade (McLean &
Nakane, 1974). As preparacdes de PM-ML foram dissecadas do ileo de rato, como descrito
anteriormente, estiradas (com a ajuda de alfinetes) em placas de Petri revestidas com
Sylgard, e fixadas em solucdo de PLP durante 16 horas e a 4°C. As preparacfes foram
posteriormente lavadas com uma solugdo de tampéo fosfato 0,1 M em 3 ciclos de 10
minutos; criopreservadas em solucdo crioprotectora (glicerol anidro 20%, tampéo fosfato

0,1 M), durante 16 horas a 4°C, e armazenadas a -20°C para posterior utilizacéo.

. Bloqueio e Permeabilizacdo

Depois de descongeladas as preparagdes de PM-ML foram lavadas com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) e incubadas com um tampéo de bloqueio (soro bovino
fetal 10%, albumina bovina sérica 1%, Triton X-100 0,3% em PBS) durante 2 horas e com
agitacdo constante. Este passo é fundamental para bloquear ligacGes ndo especificas do
antisoro primario, diminuindo a possibilidade de ocorréncia de imagens ndo especificas
“de fundo™.

Para além disso, o tampdo de bloqueio usado possui na sua constituicdo o
detergente Triton X-100, que a baixas concentracfes aumenta a permeabilidade das
proteinas dos tecidos e das membranas biologicas, facilitando a ligacdo dos anticorpos
(Ramos-Vara et al., 2008).
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iii.  Marcagdo com anticorpos

Um dos conceitos fundamentais da imunohistoquimica é demonstrar a presenca de
antigénios (Ag) em seccdes de tecidos por meio de anticorpos (Ab) especificos. As
ligacbes Ag-Ab podem ser demonstradas quer através de reaccGes histoquimicas
colorimétricas que podem ser visualizadas com um microscopio convencional, quer através
de fluorocromos podendo ser visualizadas com um microscopio de epifluorescéncia ou
confocal.

No trabalho desenvolvido, a técnica de imunofluorescéncia aplicada envolveu uma
marcacdo indirecta, isto €, dois conjuntos de anticorpos: um anticorpo primario, aplicado
contra o antigénio de interesse; e um segundo anticorpo, acoplado a um fluoréforo, que

reconhece o anticorpo primario.

Iv. Incubacdo com anticorpos primarios

Depois do bloqueio e permeabilizacdo, as amostras foram incubadas com o0s
anticorpos primarios escolhidos (ver Tabela 1), diluidos em tamp&o de incubacdo (soro
bovino fetal 5%, albumina sérica 1%, Triton X-100 0,3% em PBS), a 4°C e durante 16
horas.

Para protocolos de marcacao dupla ou tripla, os anticorpos foram combinados antes

de serem aplicados nas amostras, isto €, aquando a sua dilui¢cdo no tampdo de incubacdo.

Tabela I- Detalhes dos anticorpos primarios usados

Antigénio Caodigo Hospedeiro Diluicdo Fonte
Anticorpos primarios
= Receptor de adenosina A; AB1587P Coelho(rb) 1:50  Chemicon
= Receptor de adenosina Aja 05-717 Ratinho (ms)  1:200  Chemicon
= Receptor de adenosina A,g AB1589P Coelho (rb) 1:60 Chemicon
= Receptor de adenosina A3 (C-17)sc-7508  Cabra (gt) 1:25  Santa Cruz
= Transportador vesicular da ACh (VAChT) ABI1578 Cabra (gt) 1:1500  Chemicon
= Proteina glial fibrilar acida (GFAP) 70334 Coelho (rb)  1:750 Dako
= Produto da proteina gene 9.5 (PGP 9.5) 7863-1004  Ratinho (ms)  1:600 Serotec
= Vimentina (VIM) MO0725 Ratinho (ms)  1:75 Dako
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Ap0s o periodo de incubagdo com os anticorpos primarios (ver tabela 1), procedeu-
se a lavagem das amostras de PM-ML com uma solugdo de PBS/ Triton-X 0,1%, em 3
ciclos de 10 minutos, preparando as amostras para a marca¢do com 0S anticorpos

secundarios.

V. Incubacgdo com anticorpos secundérios

Apos a lavagem dos anticorpos primarios as amostras foram entdo incubadas com
0s anticorpos secundarios fluorescentes.

Os anticorpos secundarios escolhidos (ver tabela Il) foram diluidos no tampéo de
incubagdo referido anteriormente e incubados nas amostras durante duas horas, a
temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Todos 0s procedimentos a partir do
momento da adicdo destes anticorpos foram efectuados no escuro para evitar a excitacao
dos fluorocromos. Os protocolos de marcacdo dupla ou tripla foram idénticos ao aplicado

para 0s anticorpos primarios.

Tabela I1- Detalhes dos anticorpos secundérios usados

Antigénio Codigo  Hospedeiro IgGanti - Diluicéo Fonte
Anticorpos secundarios
= Alexa Fluor 488 anti-rb A-21206 Burro Coelho(anti-rb) 1:1500 Molecular probes
= Alexa Fluor 568 anti-ms A-10037 Burro Ratinho (anti-ms) 1:1500 Molecular probes
= Alexa Fluor 633 anti-gt A-21082 Burro Cabra (anti-gt) 1:1500 Molecular probes

Apos a incubacdo com os anticorpos secundarios, as amostras de PM-ML sofreram
novo periodo de lavagem com solucdo de PBS/Triton-X 0,1%, em trés ciclos de 10
minutos.

As amostras foram finalmente montadas em laminas de vidro e cobertas com meio
de montagem VectaShield.

Para além destas experiéncias, fizeram-se também controlos de especificidade, por

omissdo dos anticorpos primarios da solucdo de reaccéo.
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3.2.  Microscopia confocal

A microscopia confocal € uma técnica que permite optimizar e melhorar a
resolucdo de imagens obtidas por um microcépio convencional, atraves da focaliza¢do do
sinal em seccdes finas da amostra a ser analisada. O microscopio funciona recorrendo a
uma iluminacdo da amostra ponto por ponto através de um laser de excitagdo com um
comprimento de onda adequado, rejeitando toda a luz emitida que esteja fora de foco.

Assim, 0 objectivo é captar e ver apenas a imagem que se forma a partir do ponto
de focagem escolhido (confocalidade).

Para além de promover uma melhor observacdo de pequenos detalhes, esta técnica
de microscopia possibilita ainda a construcdo de modelos tri-dimensionais (3D) da
amostra, por conjugacdo de imagens sucessivas de diferentes planos da mesma (Z-stack)
(Semwogerere & Weeks, 2005).

Figura XI11- Microscopio confocal Olympus FV 1000 (Olympus, Japdo) usado nas experiéncias

Apb6s montagem das amostras de PM-ML em laminas de vidro, estas foram
examinadas com um microscopio confocal de varrimento por laser Olympus FluoView
FV1000, usando os seguintes lasers: Ar-lon, que emite na gama dos 488 nm e que,
portanto, excita o fluoréforo Alexa Fluor 488; um laser de He-Ne, que emite no
comprimento de onda de 543 nm e que vai excitar o fluoroforo Alexa Fluor 568; e ainda
um laser de He-Ne, cujas emissfes sdo na gama do invisivel, a cerca de 633 nm, excitando
o fluoréforo Alexa Fluor 633. As amostras do tecido foram sujeitas a um varrimento
sequencial, sendo que em alguns casos foram adquiridas imagens em varios planos (Z-
stack).
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As imagens obtidas foram posteriormente tratadas usando o software associado ao
microscopio confocal (Olympus FluoView, FV1000, Toquio, Japao), o FluoViewer FV10-
ASW 1.2.

4, Farmacos

2-p-(2-Carboxietil)fenetilamino-5'-N-etilcarboxamidoadenosina (CGS 21680 C),
5'-(N-Etilcarboxamida) adenosina (NECA), 8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX), 3-
Etil-5-benzil-2-metil-4-feniletinil-6-fenil-1,4-(x)-diidropiridina-3,5-dicarboxilato (MRS
1191), iodeto de 1,1-Dimetil-4-fenilpiperazinium (DMPP), cloreto de colina,
paraformaldeido (prills), lisina, periodato de sddio, glicerol anidro, soro de bovino fetal
foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). 1-[2-Cloro-6-[[(3-
iodofenil)metil]Jamino]-9H-purina-9-il]-1-deoxi-N-metil-b-D-ribofuranuronamida  (2-Cl-
IBMECA), 4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3-a][1,3,5]triazina-5-
ilamino]etil)fenol (ZM 241385), 8-[4-[4-(4-Clorofenzil) piperazida-1-sulfonil)fenil]]-1-
propilxantina (PSB 603), citrato de Octahidro-12-(hidroximetil)-2-imino-5,9: 7,10a-
dimetano-10aH-1,3]dioxocino[6,5d]pirimidina-4,7,10,11,12-pentol (citrato de TTX) foram
adquiridos & Tocris Cookson Inc. (Bristol, UK). [metil-H] cloreto de colina (solucdo de
etanol, 80.6 Ci mM) foi adquirido a Perkin Elmer (Boston, USA) e o soro de albumina,
Triton X-100 & Merck (Darmstadt, Alemanha).

2-CI-IBMECA, ZM 241385 e MRS 1191 foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO). O MRS 1191 foi mantido no escuro, prevenindo assim a sua fotodecomposicao.
O DPCPX foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) + 1% NaOH 1M (viv'l), e
armazenado com uma concentracdo de 5 mM. Os restantes farmacos foram preparados em
agua destilada. As solugdes foram congeladas em aliquotas, a -20°C e nunca foram sujeitas
a mais de um ciclo de congelacdo/ descongelacdo antes de serem usadas. Diariamente
foram preparadas diluicOes destas solugdes em Tyrode e executadas experiéncias para
controlar o efeito dos solventes. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05) entre as experiéncias controlo realizadas na auséncia e na presenca
dos solventes na percentagem méaxima utilizada de 0,5% v/v. O pH das solucdes utilizadas
ndo variou significativamente pela adi¢do dos fa&rmacos na concentracdo maxima utilizada

aplicada as preparacoes.
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5. Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como médias + erros padrdo da média (s.e.m.),
correspondendo a um namero n indicativo do numero de animais usados para cada série de
experiéncias. A significancia estatistica dos resultados experimentais foi avaliada pela
andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste t modificado por Dunnett; P< 0,05
representa diferencas significativas. Utilizou-se ainda 0 método dos minimos quadrados

para a determinagéo das rectas de regresséo linear.
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CAPITULO I1I - Resultados
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1. Os receptores A; da adenosina estéo localizados predominantemente nos
corpos celulares dos neuronios ganglionares mioentéricos, enquanto 0s

receptores A, Se encontram nos terminais nervosos colinérgicos

Em estudos anteriores, demonstrdmos que a adenosina tem um papel duplo na
libertacdo de ACh dos neurénios motores mioentéricos através da activacdo de receptores
facilitatorios A,a e inibitérios A; (Duarte-Araujo et al., 2004a). Através de estudos
funcionais, colocou-se a hip6tese dos receptores inibitorios A; estarem localizados numa
regido distante da juncdo mioneural e dos receptores facilitatorios A,a estarem localizados
nos terminais nervosos colinérgicos. Neste trabalho, foram realizadas experiéncias de

imunolocalizacdo usando anticorpos primarios contra estes receptores (figura XIV).

Nivel
ganglionar

Nivel
neuromuscular

Figura XIV- Marcacdo dupla dos receptores A; e Ay, da adenosina. Imagens de microscopia confocal
obtidas a partir de preparacfes de PM-ML do ileo de rato. A imunoreactividade para os receptores A; (verde)
esta presente nos corpos celulares (a) dos neurénios ganglionares mioentéricos (asteriscos), mas esta ausente
nas varicosidades nervosas (d) a nivel neuromuscular. A imunoreactividade para os receptores A,s da
adenosina (vermelho) esta presente nos feixes nervosos (b) e nos terminais dos axénios (e) dos neurdénios
mioentéricos (setas). As imagens (c) e (f) correspondem a projec¢do das imagens de marcacéo dupla para 0s
receptores Aj(verde) e A,a (vermelho) captadas a nivel ganglionar e a nivel neuromuscular,

respectivamente; a existéncia de co-localizacdo deveria aparecer a amarelo. Escala = 50 pM.
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A imunoreactividade para 0s receptores A; encontra-se localizada
predominantemente nos corpos celulares dos neurénios mioentéricos do ileo de rato (figura
XIVa e XIVd). Este resultado contrasta com a localizacdo da imunoreactividade para 0s
receptores A,a, que € mais evidente nas fibras nervosas mioentéricas (figura XIVb e
XIVe). Ao efectuar um protocolo de marcacdo dupla, torna-se evidente a falta de co-
localizagdo entre os dois marcadores fluorescentes (figura XIVc e XIVf). Estas
experiéncias confirmam as suspeitas de localizacdo avancadas a partir dos ensaios
funcionais, indicando claramente que os receptores A; e Aza ocupam locais distintos ao
longo dos neurdnios mioentericos do ileo de rato. A imunoreactividade contra o receptor
A, co-localiza com o transportador vesicular da ACh (VAChHT) (figura XVa-f), mas esta
ausente das células que exibem o marcador de células gliais, a proteina glial fibrilar acida
(GFAP) (figura XVg-i). A localizacdo dos receptores Aza NOs terminais nervosos
colinérgicos confirma o papel importante destes receptores no controlo da libertacdo de
ACh (Duarte-Araujo et al., 2004a; 2004b).

Nivel
neuromuscular

Nivel
ganglionar

Figura XV- Localizacdo da imunoreactividade para os receptores A,, da adenosina em imagens de
microscopia confocal obtidas de preparacdes de PM-ML de ileo de rato. A imunoreactividade para 0s
receptores A, da adenosina (vermelho) co-localiza com o transportador vesicular para a ACh (VAChT, azul)
expresso nas varicosidades nervosas mioentéricas (a-c) e nos feixes axonais (d-f), mas encontra-se ausente

nas células que exibem o marcador de células gliais, GFAP (g-i). As imagens (c) e (f) correspondem a
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projeccdo das imagens de marcacdo dupla para os receptores da adenosina A, (vermelho) e para o VAChT
(azul), captadas a nivel neuromuscular e a nivel ganglionar, respectivamente; a marcacdo magenta denota a
existéncia de co-localizagdo. A imagem (i) corresponde & projec¢do de imagens de marcacdo dupla para o
GFAP (verde) e para os receptores da adenosina A, (vermelho), captadas a nivel ganglionar mioentérico; a

existéncia de co-localizagdo deveria aparecer a amarelo. Escala = 50 pM.

2. Os receptores A,g sdo desprovidos de qualquer efeito na libertacdo de
ACh dos neurénios mioentéricos e possuem um padrdo de distribuicdo

semelhante ao marcador de células gliais GFAP

Os estudos de imunofluorescéncia aplicada a microscopia confocal realizados em
seccOes transversais do ileo de rato mostram que a reactividade contra os receptores Azg
estd localizada predominantemente no plexo mioentérico e submucoso. O padrdo de
distribuicdo da imunoreactividade A,g é semelhante a marcagdo obtida para as células da
glia marcadas com GFAP (proteina glial fibrilar acida) (figura XV1).

Figura XVI- Imunoreactividade contra os receptores A,z € para a proteina glial fibrilar &cida (GFAP) em
imagens de microscopia confocal obtidas a partir de seccfes transversais de ileo de rato. Os receptores de
adenosina Ajg apresentam um padrdo de distribuicdo semelhante ao marcador de células da glia (GFAP)
(LM: Mdsculo longitudinal, PM: Plexo mioentérico; MC: Mdsculo circular; SMP: Plexo submucoso; SM:

submucosa).

Em preparacbes de PM-ML, a maior parte das células que exibem
imunoreactividade contra 0s receptores A,g sao também positivas para o anticorpo contra o

GFAP (Figura XVlla-c). O mesmo néo se pode afirmar para o marcador neuronal, PGP 9.5
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(figura XVIId-f), nem para a vimentina, este ultimo identifica células de origem
mesenquimatosa (i.e. miofibroblastos, células intersticiais de Cajal) (figura XVI1g-i).

O padrdo de distribuicdo de marcacdo fluorescente contra os receptores A €
contra 0 GFAP em preparacdes de PM-ML de ileo de rato € muito semelhante ao
observado no jejuno humano, onde os receptores A,sz da adenosina se encontram
localizados predominantemente em células mioentéricas imunopositivas para 0 marcador
glial, S-100 (Christofi et al., 2001; revisto em Christofi, 2008). Estes mesmos autores,
mostraram que existe um subconjunto de neuronios VIPérgicos que também expressam

imunoreactividade para os receptores A,g da adenosina.

Figura XVII- Localizacdo da imunoreactividade para os receptores A,z da adenosina em imagens de
microscopia confocal obtidas a partir de preparaces de PM-ML de ileo de rato. A imunoreactividade para 0s
receptores A,z (verde) esta presente em alguns, mas ndo em todos, os corpos celulares positivos para o
marcador de células gliais, o GFAP (vermelho, a-c); Os gréaficos de intensidade de fluorescéncia de trés
regides de interesse (1, 2 e 3) delineadas a partir da imagem (c) evidenciam claramente a co-localiza¢do dos
receptores A, (verde) em algumas células positivas para 0 GFAP (vermelho). As células positivas para o
marcador neuronal (PGP 9.5) (d-f) e para a vimentina (VIM) (g-i), que identifica células de origem
mesenquimatosa (i.e. células intersticiais de Cajal), mostram claramente a falta de co-localizacdo entre estes
marcadores e a imunoreactividade para os receptores A,g. As imagens (c), (f) e (i) correspondem a projeccao
das imagens de marcacdo dupla para os receptores A,g (verde) com o GFAP, PGP 9.5 ou para a VIM

(vermelho), respectivamente; a existéncia de co-localizagéo deveria aparecer a amarelo. Escala = 50 uM.
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Para a caracterizagdo funcional dos receptores A,z no PM-ML, testou-se um
agonista ndo selectivo dos receptores de adenosina, a NECA (0,03-0,3 uM), habitualmente
usado na caracterizacao dos receptores A,g da adenosina. A NECA diminuiu a libertacao
de ACh-[*H] a partir dos neurénios motores colinérgicos estimulados electricamente de

forma dependente da concentragao (figura XVIII).
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Libertacdode ACh induzida por EFS
(Razéo S, fa&rmaco/S, controlo)
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Figura XVIII- Libertacdo de ACh-[°H] a partir das terminages nervosas do plexo mioentérico do ileo de
rato estimuladas electricamente: Efeito do agonista dos receptores de adenosina, NECA (0,03-0,3 uM). As
ordenadas representam os niveis de tritio libertados expressos em razdes S,/S;, isto é, a razdo entre a
libertacdo de ACh-[*H] induzida pelo segundo periodo de estimulagdo (na presenca da NECA) e a libertagéo
de ACh-[*H] durante o primeiro periodo de estimulacdo (na auséncia do farmaco a testar). Os valores s&o
médias + erro-padréo de 5 a 9 experiéncias individuais. Valores de *P<0.05 (ANOVA seguida do teste de t
modificado por Dunnett) representam diferencgas estatisticamente significativas quando comparadas com 0
controlo (0,80 + 0,03, n=11).

Ainda no sentido de caracterizar estes receptores, testou-se um antagonista
selectivo para os mesmos receptores, o0 PSB 603 (10 nM). Este antagonista ndo foi capaz
de prevenir a inibic&o da libertacio de ACh-[*H] induzida pela NECA (0,3 pM) (figura
XIX).
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Figura XIX- Caracterizagdo farmacoldgica da actividade dos receptores A,z em PM-ML do ileo de rato. A
NECA (0,3 uM) foi aplicada 8 minutos antes do S,. O antagonista selectivo dos receptores A,g, PSB 603 (10
nM) foi adicionado ao meio de incubagdo no inicio do periodo de libertagdo (tempo 0) e esteve presente ao
longo da experiéncia, durante S; e S,. As ordenadas representam o0s niveis de tritio libertados expressos em
razoes S,/S,, isto é, a razdo entre a libertacdo de ACh-[*H] induzida pelo segundo periodo de estimulacéo (na
presenca do farmaco a testar) e a libertagdo de ACh-[*H] durante o primeiro periodo de estimulacdo (na
auséncia do farmaco a testar). A média das razdes S,/S; na presenca de PSB 603 (10 nM) ndo foi
significativamente diferente do valor controlo (0,80 + 0,03, n=11). Os valores sdo médias * erro-padrdo da

média de 5 a 6 experiéncias individuais.

3. A activacdo dos receptores Az da adenosina localizados nos corpos

celulares dos neurdnios mioentéricos facilita a libertacdo de ACh

No sentido de caracterizar os receptores A; da adenosina no PM-ML do ileo de
rato, testou-se um agonista selectivo para estes receptores, a 2-CI-IBMECA (1-10 nM).
Este agonista aumentou a libertacdo de ACh-[*H] induzida por estimulacdo eléctrica de
campo de um modo dependente da concentragao (figura XX).

O bloqueio selectivo dos receptores Az com MRS 1191 (10 nM) preveniu o efeito
facilitatorio da 2-CI-IBMECA (3 nM) na libertagdo de ACh-[*H]. Para avaliar se o efeito
facilitatorio produzido pela 2-CI-IBMECA na libertacdo de ACh-[*H] estava de alguma
maneira relacionado com o efeito excitatorio verificado para 0s receptores Apa da
adenosina, realizaram-se experiéncias na presenca do antagonista selectivo dos receptores

A,a da adenosina, ZM 241385 (50 nM). Este composto preveniu o efeito facilitatorio da 2-
35



Distribuicdo dos receptores da adenosina no plexo mioentérico — musculo longitudinal de ileo de rato:

ImplicacBes funcionais

CI-IBMECA (3 nM) sobre a libertacdo de ACh-[*H] induzida por estimulacdo eléctrica &
semelhanca do que foi observado com o antagonista Az, MRS 1191 (10 nM) (figura XX).

)

L 200 pulsos

ws 127 n=4-9

8_2 11 A *p <0.05

g5 [

S5 10 4 I

T - *

£3 !

=g 091 I *

Q£

<& 08 -1t --------l---

'o o~

(9p)

O -

z% 1% 0,7

SE 06 A

2

- 0,5 —d g 4
2-CLIBMECA(MmM) 1 3 10 3 3
MRS 1191 (uM) - - - 10 -
ZM 241385 (nM) 50

Figura XX- Caracterizacdo farmacoldgica da actividade dos receptores A; no PM-ML de ileo de rato. O
agonista dos receptores de adenosina Az, 2-CI-IBMECA, foi testado numa gama de concentracGes crescentes
(1-10 nM) sobre a libertacdo de ACh induzida por estimulacdo eléctrica de campo (EFS). As ordenadas
representam os niveis de tritio libertados expressos em razdes S,/S, isto é, a razdo entre a libertagdo de ACh-
[*H] induzida pelo segundo periodo de estimulacéo (na presenca da 2-CI-IBMECA) e a libertagdo de ACh-
[*H] durante o primeiro periodo de estimulagdo (na auséncia do farmaco a testar). O agonista dos receptores
Az, 2-CI-IBMECA foi aplicado 8 minutos antes do S,. O antagonista selectivo dos receptores Az, MRS 1191
(10 uM), e o antagonista selectivo dos receptores Ay, ZM 241385 (50 nM), foram adicionados ao meio de
incubacdo no inicio do periodo de libertagdo (tempo 0) e estiveram presentes ao longo de toda a experiéncia
(S; e S,). As médias das razfes S,/S; na presenga dos antagonistas A, € Az ndo foram significativamente
diferentes do controlo. Os valores apresentados representam médias + erro-padrdo de 4 a 9 experiéncias
individuais. Valores de *P<0.05 (ANOVA seguida do teste de t modificado por Dunnett) representam

diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o efeito da 2-CI-IBMECA (3 nM).

Neste contexto, testou-se o efeito facilitatorio da 2-CI-IBMECA (3 nM) na presenca
do agonista selectivo dos receptores Aza, CGS 21680 C (3 nM). Nestas condigdes, a 2-Cl-
IBMECA (3 nM) foi capaz de facilitar a libertacdo de ACh-[*H] a partir de neurénios
mioentéricos estimulados electricamente mesmo quando os receptores A,a foram

estimulados com CGS 21680 C (3 nM, aplicado em S; e S,). Estes resultados sugerem que
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a activacao dos receptores A,a e Az da adenosina exercem efeitos aditivos, provavelmente
através de vias intracelulares independentes, no sentido de aumentarem a libertacdo de

ACh dos neurdnios mioentericos (figura XXI).
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Figura XXI- Os receptores facilitatorios A, € A; exercem efeitos aditivos sobre a libertacdo de ACh-[*H]
induzida por estimulacéo eléctrica de campo do PM-ML do ileo de rato. O agonista selectivo dos receptores
Aza, CGS 21680 C (3 nM), foi adicionado ao meio de incubacdo no inicio da experiéncia (tempo 0) e esteve
presente ao longo da mesma, durante S; e S,. O agonista dos receptores Az, 2-CI-IBMECA (3 nM) foi
adicionado ao meio de incubacdo 8 min antes de S,. A média da razdo S,/S; na presenca do agonista A, Ndo
foi significativamente diferente do controlo Os valores representados correspondem as médias + erro-padréo
da média de 4 a 5 experiéncias individuais. Valores de *P<0.05 (ANOVA seguida do teste de t modificado
por Dunnett) representam diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o efeito da 2-Cl-
IBMECA (3 nM).

Os estudos de imunolocalizacdo realizados no PM-ML do ileo de rato mostraram
que os receptores A; da adenosina estdo predominantemente localizados nos corpos
celulares dos neurdnios ganglionares mioentéricos. A imunoreactividade contra o receptor
Az ndo co-localiza com o marcador neuronal, PGP 9.5 (figura XXIIf-h). Deste modo, é
notoria a existéncia de diferencas significativas na localizacdo dos receptores Az em
comparacdo com os receptores facilitatorios Axa (figura XIV e XV). Os receptores Az
encontram-se distribuidos principalmente nos corpos celulares dos neurénios ganglionares

(figura XXIlIb), alguns dos quais sdo também reactivos contra o anticorpo para 0S
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receptores A; (figura XXllIc-e), enquanto os receptores A,a encontram-se localizados nas
fibras nervosas colinérgicas que reagem positivamente contra 0 VAChT (figura XVa-f).

Figura XXII- Localizacdo da imunoreactividade para os receptores A; da adenosina em imagens de
microscopia confocal obtidas a partir de preparagdes de PM-ML do ileo de rato. A imunoreactividade para os
receptores A; (verde) e para os receptores A; esta co-localizada nos corpos celulares dos neurénios
ganglionares mioentéricos (c-€). Células positivas para o marcador neuronal (PGP 9.5, verde) ndo possuem
imunoreactividade contra os receptores Az (vermelho) (f-h). As imagens (e) e (h) correspondem a projeccao
das imagens de marcacdo dupla para os receptores de adenosina Az (vermelho) com os receptores A; (verde)

e com o PGP 9.5 (verde); a existéncia de co-localizacdo deveria aparecer a amarelo. Escala = 50 pM.

A localizacdo diferencial dos receptores excitatorios Az e A,a ao longo dos
neuronios mioentéricos pode explicar os efeitos aditivos da 2-CI-IBMECA e do CGS
215680 C. Dados obtidos previamente pelo nosso grupo, mostraram que 0s receptores

nicotinicos sdo expressos nos terminais nervosos colinérgicos para além dos descritos na
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regido somatodendritica, embora apenas os primeiros possam ser regulados pela activacao
dos receptores A,a presentes nas terminagGes nervosas motoras (Duarte-Aradjo et al.,
2004a) (figura XXIII). Considerando este facto, testou-se o efeito dos dois agonistas para
0s receptores Az e Aa da adenosina, respectivamente 2-CI-IBMECA e CGS 21680 C,
sobre a libertacio de ACh-[*H] induzida pela despolarizacdo directa dos terminais
nervosos com o agonista nicotinico (NAChR), DMPP (30 pM), na presenca de
tetrodotoxina (1 pM), uma toxina que bloqueia o influxo de sodio (Na*) bloqueando assim

a conducéo axonal.

Neuroénio entérico

Células Intersticiais de
Cajal

Células musculares

Figura XXII1- Representagdo esquematica do plano experimental usado para isolar as duas componentes do
neurdnio entérico: o corpo celular, onde provavelmente se encontram distribuidos os receptores da adenosina
facilitatérios As;, e o terminal nervoso, onde se encontram distribuidos os receptores da adenosina
facilitatérios A,a. Os receptores nicotinicos da acetilcolina encontram-se localizados nestes dois
componentes. No entanto, apenas 0s receptores nicotinicos pré-juncionais sdo passiveis de repressdo mediada
pela activacdo de receptores A,a. As experiéncias foram realizadas na presenga de tetrodoxina (TTX, 1 uM),

para bloquear a geragdo de potenciais de acgdo e a condugdo axonal, isolando o componente pré-juncional.
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Nestas condi¢Oes experimentais, utilizadas para isolar a componente nicotinica pré-
juncional da libertacdo de ACh, o agonista dos receptores Aza, CGS 21680 C (3 nM),
reduziu significativamente a libertacéo de ACh-[*H] induzida pela aplicacéo de DMPP (30
pUM), enguanto o agonista dos receptores Az, 2-CI-IBMECA (3 nM), ndo alterou
significativamente (P>0.05) os niveis de libertacdo relativamente a aplicacdo isolada de
DMPP (30 puM) (figura XXIV).
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Figura XXIV- A activacdo dos receptores da adenosina A,,, mas ndo dos receptores Az, modula
negativamente a libertacdo de ACh-[*H] induzida pela activacdo dos receptores nicotinicos dos neurénios
mioentéricos. As ordenadas correspondem aos niveis de tritio expressos pelas raz6es S,/Sy, i.e, a razdo entre a
libertacio de ACh-[*H] induzida pela aplicagio de um agonista nicotinico 1,1-dimethyl-4-
phenylpiperazinium (DMPP, 30 uM) (durante 3 minutos), na presenca de um bloqueador do potencial de
accao, tetrodotoxina (TTX, 1uM), e a libertacdo de ACh-[*H] induzida por estimulagdo eléctrica de campo
(EFS, 200 pulsos a 0,5 ms de duracdo, com uma frequéncia de 5 Hz), no plexo mioentérico (S;). Ambos os
agonistas dos receptores Aa € Az, CGS 21680 C (3 nM) e 2-CI-IBMECA (3 nM), respectivamente, foram
aplicados 8 minutos precedentes ao S,. Os valores representados correspondem as médias + erro-padrdo da
média de 5 a 9 experiéncias individuais. Valores de *P<0.05 (ANOVA seguida do teste de t modificado por
Dunnett) representam diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o controlo
(0.35+0.04, n=9).
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4. A modulacdo da libertacdo de ACh pela adenosina enddgena €

balanceada através da activacdo tonica dos receptores extrajuncionais

inibitorios A, e facilitatérios As; e dos receptores juncionais facilitatorios A,a.

Para estudar a actividade tonica dos receptores da adenosina na libertacdo de ACh-
[*H] dos neurénios motores mioentéricos, comparou-se os efeitos resultantes do bloqueio
dos receptores A1, Aza, Az € Az da adenosina com DPCPX, ZM 241385, PSB 603 e MRS

1191, respectivamente (Figura XXV).
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Figura XXV- Gréfico de efluxo de tritio ao longo do tempo no PM-ML do ileo de rato, obtido a partir de
experiéncias tipo de libertacdo de ACh-[>H]. Efeito dos antagonistas selectivos dos receptores da adenosina
na libertacdo de ACh-[>H] dos neurénios mioentéricos. Os niveis de tritio (nas ordenadas) sdo expressos em
desintegrac6es por minuto (dpm) por grama de peso seco do tecido. As abcissas indicam os tempos utilizados
na colheita das amostras. Apds o periodo de marcacio e lavagem (tempo 0), a libertacdo de ACh-[*H] foi
induzida duas vezes por estimulacdo eléctrica de campo (EFS, 5 Hz, 200 pulsos, 0.5 ms, 50 Volts ), aos 4
minutos (S;) e aos 13 minutos (S,). Os antagonistas dos receptores de adenosina Aj, Asa, Asg € As: DPCPX
(10 nM), ZM 241385 (50 nM), PSB 603 (10 nM) e o MRS 1191 (10 pM) respectivamente, foram
adicionados ao meio de incubacdo 8 minutos antes de S,. Nenhum destes farmacos modificou a libertacéo

espontanea de ACh-[*H].
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O antagonista do receptor A;, DPCPX (10 nM), aumentou a libertacéo de ACh-[*H]
em 17+£4% (n=4), enquanto que o ZM 241385 (50 nM) e 0 MRS 1191 (10 uM) inibiram
significativamente a libertacdo da ACh de 37+10% (n=6) e 28+8% (n=10),
respectivamente. Os efeitos inibitérios do ZM 241385 (50 nM) e do MRS 1191 uM) néo
foram significativamente diferentes da inibicdo provocada pela desaminase da adenosina
(ADA, 0,5 U/ml), a enzima responsavel pela conversdo da adenosina no seu metabolito
inactivo, a inosina (Duarte-Araujo et al., 2004).

O antagonista dos receptores Azg, PSB 603 (10 nM), ndo conseguiu modificar
significativamente os niveis de tritio libertados (5+8%, n=12).

As concentracdes escolhidas para os antagonistas usados encontram-se no intervalo
de concentracdes capazes de blogquear selectivamente os varios subtipos de receptores da
adenosina Az, Aza, Azs € Asz. Estes resultados demonstram que a adenosina enddgena tem
um efeito predominantemente facilitatério actuando através da activacdo dos receptores As
e Aya, que se encontram localizados respectivamente nos corpos celulares e nas

varicosidades axonais dos neurénios mioentéricos colinérgicos.
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Neste estudo foram demonstradas evidéncias de que existe uma distribuicdo
heterogénea dos diversos subtipos de receptores da adenosina no plexo mioentérico do ileo
de rato. Um artigo anteriormente publicado pelo nosso grupo demonstrou que a adenosina
tem um papel duplo na libertacdo de acetilcolina dos neurénios motores mioentéricos
através da activacao de receptores de elevada afinidade para a adenosina, facilitatorios Aza
e inibitorios A;, localizados a nivel pré-juncional e extra-juncional, respectivamente
(Duarte-Aradjo et al., 2004). Através de estudos de microscopia confocal, resolvemos
confirmar esta hipotese relacionada com a localizagdo diferencial dos receptores de
elevada afinidade para a adenosina ao longo dos neurdnios colinérgicos mioentéricos. Os
resultados mostraram que a imunoreactividade contra os receptores A; e Apa estéd
localizada em diferentes sub-regifes dos neuronios mioentéricos do ileo de rato. Os
receptores A; encontram-se predominantemente nos corpos celulares dos neurdnios
ganglionares mioentéricos, enquanto os receptores A,a estdo localizados nas fibras
nervosas e nos terminais nervosos colinérgicos. No que respeita a distribuicdo dos
receptores com baixa afinidade para a adenosina no ileo de rato, os resultados mostraram
que os corpos celulares dos neurénios ganglionares mioentéricos também expressam
receptores facilitatorios do subtipo As, a par dos receptores de subtipo A; referidos
anteriormente. Ensaios de imunolocalizacdo mostram que a reactividade contra o0s
receptores A,g exibe um padrdo semelhante ao do marcador de células gliais, GFAP,
indicando que estes receptores podem ser predominantemente expressos nas células da glia
entérica no ileo de rato, alias, tal como foi observado no jejuno humano (Christofi et al.,
2001; revisto em Christofi, 2008).

O potencial terapéutico dos compostos relacionados com a adenosina no controlo
da motilidade intestinal fez com que investigassemos o papel neuromodulador dos
receptores com baixa afinidade para a adenosina, A,g € As, na libertagcdo de acetilcolina a
partir dos neurénios mioentéricos. Os dados obtidos sdo potencialmente relevantes tendo
em conta as descobertas sobre a geografia dos receptores da adenosina no plexo
mioentérico, assim como, devido ao interesse crescente sobre o envolvimento da adenosina
enddgena nas doencas intestinais, como por exemplo a doenca inflamatoria intestinal
(IBDs), a isquémia intestinal, ou o ileo pos-operatdrio (Antonioli et al., 2008).

Dos varios subtipos de receptores da adenosina identificados no plexo mioentérico,
parece haver um (o receptor de baixa afinidade A,g) que néo interfere directamente com a

neurotransmissao colinérgica. Tanto quanto se sabe pela literatura, ndo existe informacao
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sobre a localizagdo destes receptores no intestino delgado de rato. Contudo, no jejuno
humano, a presenca de receptores A, encontra-se descrita nos neurénios do plexo
mioentérico, na submucosa e nas células gliais, sendo que a marcacdo na glia foi muito
mais intensa do que a marcacdo Nnos neuronios; estes receptores sdo praticamente
inexistentes nas camadas de musculo circular e longitudinal (Antonioli et al., 2008;
Cristofi et al., 2001). Estes dados estdo de acordo com as nossas observagdes, ja que 0
padrdo de expressdo dos receptores A, em seccOes transversais do ileo de rato é
semelhante a distribuicdo do marcador de células da glia, GFAP. Para além disso, 0s
estudos farmacoldgicos ndo revelaram mudancas significativas na libertacdo de ACh pela
manipulacdo da activacdo dos receptores A, com o PSB 603. Isto €, este antagonista
selectivo dos receptores A,g ndo foi capaz de reverter a inibicdo da libertacdo de ACh
causada pelo agonista ndo selectivo dos receptores A,, NECA. Embora as respostas obtidas
com a NECA ndo sejam especificas, a utilizacdo de concentra¢des de ordem micromolar
(1-10 uM) sugerem a activacéo de receptores do subtipo Azg, ja que 0s restantes receptores
da adenosina, A1, Axa € Az, sd0 activados por concentracdes de NECA na gama nanomolar
baixa (Feoktistov and Biaggioni, 1997; Beukers et al., 2006). O PSB 603 foi desenvolvido
para antagonizar selectivamente receptores do subtipo A,g, apresentando um valor de K;de
0,553 nM em humanos. Este farmaco ndo apresenta afinidade para os receptores Az, A €
Az mesmo quando usado em concentracfes proximas de 10 uM (Feoktistov et al., 1997;
Borrmann et al., 2009). Mediante estas caracteristicas farmacoldgicas, pode concluir-se
que o efeito da NECA (usada na concentracdo de 0,3 puM) resulta da activacdo de
receptores inibitérios A; da adenosina. Por conseguinte é razodvel supor que nesta
preparacdo 0s receptores A,g ndo participam directamente na modulacdo da actividade
colinérgica. Considerando que esta € a primeira vez que 0s receptores A,g sdo identificados
em ceélulas gliais no ileo de rato, e sabendo que a deficiéncia destas células ndo-neuronais
tem sido correlacionada com alguns distarbios na motilidade (Gulbransen and Sharkey,
2009), deveremos ser cautelosos na extrapolacdo fisiopatol6gica destes resultados,
acreditando que esta informacdo possa de alguma maneira contribuir no futuro para
clarificar mecanismos de sinaliza¢do entre 0s neurdnios e a glia mioenteérica.

Estritamente com base em resultados neuroquimicos, foi colocada a hipotese da
coexisténcia de receptores da adenosina extra-juncionais inibitérios do subtipo A; e
juncionais facilitatérios do subtipo A, em neurdnios colinérgicos no plexo mioentérico de
ileo de rato (Duarte-Araujo et al., 2004a). Usando experiéncias de imunofluorescéncia

aplicada a microscopia confocal, confirmamos que os receptores A; estdo localizados nos
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corpos celulares dos neurénios ganglionares mioentéricos, enquanto 0s receptores Axa
estdo localizados nos terminais nervosos colinérgicos. Apesar de ter sido descrito que 0s
agonistas dos receptores A; sdo capazes de causar relaxamento do masculo liso do ileo de
rato contraido pelo carbacol (Nicholls et al., 1997), o nosso grupo nao observou qualquer
modificacdo das contrac¢cBes de PM-ML de ileo de rato induzidas pela oxotremorina
aumentando a concentracdo de adenosina enddgena através do bloqueio do transportador
de nucletsidos com dipiridamole (Vieira et al., 2009). Neste trabalho, mostrou-se que 0
bloqueio dos receptores A; com DPCPX facilitou (~17%) a libertacdo de ACh-[*H] a partir
dos neurdnios mioentéricos estimulados electricamente, enquanto o blogueio dos
receptores A,a com ZM 241385 causou uma inibicdo (~37%) da libertagdo do
neurotransmissor que ndo foi significativamente diferente da inibicdo causada pela
desaminase de adenosina (ADA), a enzima que inactiva a adenosina em inosina. Estes
dados sugerem que a adenosina enddgena tem um efeito ténico facilitatorio predominante
mediado pelos receptores A,a pré-juncionais. A discrepancia relativa as accles da
adenosina enddgena comparativamente com a aplicacdo exdgena do nucleésido deriva dos
mecanismos de inactivacdo da adenosina operados pela desaminacdo e pela captacao
celular no PM-ML que restringe as suas acc¢des a regido neuro-efectora perto dos locais de
producdo / libertacdo (Correia-de-Sa et al., 2006). Consequentemente, o bloqueio da
excessiva actividade desaminativa da adenosina junto dos terminais nervosos colinérgicos
€ necessario para permitir que a adenosina aplicada exogenamente atinja 0s receptores
facilitatorios A,a na sinapse neuro-efectora em concentracdes suficientemente elevadas
que permitam superar a inibicdo da libertacdo do neurotransmissor pelos receptores A;
mioentéricos (Duarte-Aradjo et al., 2004a). De acordo com estas consideracdes, a
localizacdo celular dos receptores de elevada afinidade para a adenosina, A; € Aga, € as
modificagdes na dinamica entre a actividade/expressdo das ecto-enzimas e as vias de
inactivacdo do nucleésido, séo alvos importantes no controlo da libertacdo de ACh-[*H] no
plexo mioentérico do ileo de rato. Contudo, permanece uma questdo por responder acerca
da actividade tonica da adenosina enddgena nos receptores de baixa afinidade Az (e Azg)
(figura XXV).

Sabe-se da existéncia de mRNA codificante para os receptores Az no célon, no
cego, no ileo e no jejuno humano (Christoffi et al., 2001). No entanto, este receptor esta
localizado predominantemente em neurénios submucosos (a maior parte positivos para a
substancia P, e uma pequena minoria positivos para 0s neurdnios VIPérgicos). Estudos de

imunohistoquimica em intestino delgado identificaram também a presenca de receptores
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Az no mausculo longitudinal e nos dois plexos nervosos entéricos (mioentérico e
submucoso) (Christofi et al., 2001; Antonioli et al., 2008; Bozarov et al., 2009). No que
respeita ao tracto gastrointestinal dos roedores, onde 0s agonistas dos receptores Az tém
sido referenciados como possuindo uma influéncia benéfica em situaces de inflamacéo
experimental do colon (Guzman et al., 2006), a maioria dos dados visando este receptor
séo baseados em estudos de biologia molecular desenhados para identificar mMRNA, sem se
considerar a sua localizacdo celular. Os resultados provenientes desses estudos mostram
que os receptores A; sdo expressos em todas as camadas (mucosa, plexo submucoso,
masculo circular, plexo mioentérico e musculo longitudinal) do intestino grosso e delgado
(Dixon et al., 1996; Antonioli et al., 2008). Usando preparaces de PM-ML de ileo de rato
observadas por microscopia confocal, mostramos neste trabalho que os receptores A; da
adenosina estdo localizados principalmente nos corpos celulares dos neurdnios
mioentéricos. Curiosamente, a activacdo dos receptores Az aumenta a libertacdo de ACh-
[*H] dos terminais nervosos mioentéricos estimulados electricamente, atingindo niveis de
libertacdo proximos dos causados pela activacdo de receptores Aqa. Isto foi verificado
através da incubacdo com 2-CI-IBMECA (1-10 nM), um agonista dos receptores Asz (K ~
0,33 nM) que exibe uma selectividade de 2500- e 1400-vezes superior para o0 receptor Az
do rato comparativamente com os receptores A; e Aya (Jacobson, 1998; Yaar et al., 2005).
O efeito facilitatério da 2-CI-IBMECA foi prevenido pelo MRS 1191, um antagonista
selectivo Asz. Através de estudos funcionais e de ligacdo especifica (binding) sabe-se que
este antagonista é 28 vezes mais selectivo para os receptores Az do que para 0s receptores
A; (Jacobson et al., 1997). Apesar da activacdo dos receptores As causar, classicamente, a
inibicdo da adenilciclase mediante a interaccdo com proteinas G;, varios estudos sugerem
que estes receptores também podem ser acoplados as proteinas Gga1. Na realidade, os
receptores Az tém um perfil caracteristico de mensageiros secundarios que pode conduzir a
estimulacdo da fosfolipase C e D (Jacobson, 1998; Yaar et al., 2005; Kolachala et al.,
2008), e por consequéncia aumentar a libertacdo do neurotransmissor. A facilitacdo da
libertacio de ACh-[*H] mediada pelos receptores A; pode resultar de uma
dessensibilizacdo dos receptores inibitérios A; co-localizados nos neurénios mioentéricos
devido ao desacoplamento das subunidades G, € p por um mecanismo envolvendo a
fosforilagdo do terminal carboxilico pelas cinases acopladas a proteina G (Klinger et al.,
2002; Yaar et al., 2005; Laudadio and Psarropoulou, 2004).

Curiosamente, o efeito facilitatério do agonista dos receptores Az, 2-CI-IBMECA,

foi também prevenido pelo ZM 241385 (50 nM), o qual possui uma maior afinidade para
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0s receptores Aza (Ki~50 nM) do que para os receptores Az (Ki>10 puM). A activagéo
marginal dos receptores A,a pela 2-CI-IBMECA (3 nM) é pouco provavel devido ao
elevado grau de selectividade (1400 vezes) deste agonista para 0s receptores Az versus
Aoa. A interaccdo directa entre estes dois receptores também € pouco provavel, ja que os
receptores Az e A,a ndo estdo co-localizados no plexo mioentérico. Recorde-se que as
experiéncias de imunolocalizacdo realizadas demonstraram que 0s receptores As estdo
localizados predominantemente nos corpos celulares dos neurdnios ganglionares
mioentéricos, enquanto os receptores Aa estdo localizados maioritariamente nos terminais
nervosos colinérgicos. Assim, surgiu a hipotese de que a localizacdo diferencial dos
receptores excitatorios Az e Aza a0 longo dos neurénios mioentéricos servia para explicar
porque razdo o aumento da libertagdo de ACh-[°H] por estimulagdo dos receptores
facilitatérios Az (com 2-CI-IBMECA) nos corpos celulares nervosos era prevenido pelo
bloqueio dos receptores Aza pré-juncionais com o ZM 241385. Esta hipotese foi testada
recorrendo ao conhecimento prévio de que a auto-facilitagdo da libertacdo de ACh-[*H]
induzida pelos receptores nicotinicos resultante da despolarizacdo dos terminais nervosos
mioentéricos (na presenca da tetrodotoxina para o blogueio do potencial de ac¢do nervoso)
podia ser influenciada pela activagdo dos receptores A, pré-juncionais (Duarte-Aradjo et
al., 2004b). Como era esperado, 0 agonista dos receptores Aza, CGS 21680 C, reduziu a
auto-facilitacdo nicotinica, enquanto o agonista dos receptores Az nao teve qualquer
influéncia na libertacdo do neurotransmissor induzida por activacdo dos auto-receptores
nicotinicos com DMPP (figura XXIV). Estes resultados sugerem que a adenosina actuando
nos receptores pré-juncionais A,a controla mais eficientemente o circuito local modulando
a libertacdo do transmissor a nivel neuromuscular, enquanto os receptores Az podem
contribuir para reforcar os estimulos necessarios a geracdo do potencial de ac¢cdo no corpo
celular dos neurénios mioentéricos.

O balanco entre os receptores de elevada afinidade inibitérios A; e excitatérios Asa
parece ser importante para regular a motilidade intestinal, tal como foi observado em
animais in vivo e em modelos in vitro. Por exemplo, a administracdo do antagonista dos
receptores A;, DPCPX, promove a expulsdo fecal (Tomaru et al., 1994) e reverte a ileite
pos-operatéria (Kadowaki et al., 2003) em ratazanas. Os nossos resultados mostram que a
adenosina endogena facilita a libertacdo de ACh através da activacdo de receptores pré-
juncionais do subtipo A,a no plexo mioentérico do ileo de rato (Duarte-Araujo et al.,
2004a). Assim, as melhorias na motilidade entérica resultantes do blogueio dos receptores

inibitérios A; podem ser interpretadas mediante a ocorréncia de um desequilibrio entre a
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activacdo A; e Aya, que favorece a activagdo dos receptores excitatorios A,a (Tomaru et
al., 1995). Nos processos de inflamacéo intestinal, ocorre uma interac¢do dindmica entre a
actividade das células inflamatdrias/imunitarias e o sistema nervoso entérico (Sharkey and
Mawe, 2002). Existem evidéncias que sugerem que de entre os mediadores que regulam
estas interaccdes celulares, a adenosina pode desempenhar um papel importante (Christofi
et al., 2001). Curiosamente, a adenosina estd implicada na modulacdo de respostas
imunitarias, adaptativas e inatas através da activacdo dos receptores A,a (Thiel et al.,
2003). Nesse sentido, os agonistas dos receptores A,a estdo actualmente sob investigacao
como novas abordagens terapéuticas no tratamento de doencas inflamatorias, tal como a
inflamacéo intestinal (Odashima et al., 2005). Por exemplo, observou-se um aumento da
expressao e da actividade dos receptores A,a na presenca de inflamacdo intestinal
(Antonioli et al., 2006). Para além disso, foi demonstrado que a inflamacdo intestinal
crénica promove um aumento da contractilidade entérica, que pode ser parcialmente
devida a uma perda da neuromodulacdo colinérgica pelos receptores inibitérios A; (De
Man et al., 2003), mas também devido a activacdo dos receptores de baixa afinidade Aj
pela acumulacdo da adenosina enddgena (Guzman et al., 2006). A dessensibilizacdo dos
receptores de elevada afinidade (A;) nos nervos entéricos pode ocorrer durante situaces
de inflamacéo intestinal, porque séo libertadas das células inflamatérias purinas, como a
adenosina € o ATP, em quantidades elevadas (Marquardt et al, 1984). Estas células
encontram-se localizadas nas proximidades dos ganglios mioentéricos em varias espécies,
inclusivamente no homem (Bogers et al., 2000; Stead et al, 1989). E, ainda, importante
referir que no célon inflamado existe um aumento da expressao do marcador membranar
das células imunitarias, 0 CD73, que exibe actividade ecto-5’-nucleotidasica, a enzima que

converte AMP em adenosina (Antonioli et al., 2011).
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Conclusao

Em conclusdo, o envolvimento dos receptores da adenosina em doencas entéricas
associadas a motilidade e a processos inflamatorios torna estes receptores alvos
farmacologicos atractivos, cuja manipulacdo pode ser muito relevante particularmente
quando os niveis do nucledsido se encontrem elevados. Tendo em consideracao a afinidade
da adenosina para os diversos receptores P1, a sua funcdo e a sua localizacéo celular, é
possivel prever que em condicdes fisiologicas o nucledsido activa preferencialmente
receptores de elevada afinidade, tais como o receptor A;, que se encontra localizado nos
corpos celulares neuronais impedindo a libertagdo de acetilcolina dos terminais nervosos, e
0 receptor pré-juncional facilitatorio A,a, que desempenha um papel fundamental na
sustentacdo da neurotransmissdo colinérgica e, consequentemente, na motilidade
gastrointestinal. Respostas entéricas inapropriadas podem dever-se ao envolvimento dos
receptores de baixa afinidade para a adenosina, As, que favorecem a excitagdo neuronal
mioentérica, sendo por isso causadoras de desconforto abdominal. Portanto, o interesse
crescente nos farmacos anti-inflamatorios com vista ao tratamento de doencas de
motilidade intestinal, por estimulacdo directa dos subtipos dos receptores de adenosina (em
particular os receptores A;a e A3) ou através do aumento das concentragdes locais de
adenosina, deve ser tido em consideracdo, assim como, o papel excitatorio destes
receptores na neurotransmissdo colinérgica, que pode representar resultados promissores
no controlo da inflamacdo induzida experimentalmente (Antonioli et al., 2008; Selmeczy
et al., 2007).
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ANexos

Alguns dos resultados contidos neste relatério foram alvo de publicagdes cientificas

e foram apresentados nas seguintes reunides cientificas:

1. Publicagdes cientificas

I. Artigos em revistas de circulagdo internacional com arbitragem

cientifica.

Localization and function of adenosine receptor subtypes at the longitudinal muscle —
myenteric plexus of the rat ileum. C.Vieira, F. Ferreirinha, M. Duarte-Aradjo & P.
Correia-de-Sa. (Submetido a revista Neurochemistry International, Ref: NCI-D-11-
00164).

i. Resumos publicados em revistas

Regional distribution of adenosine receptors at the longitudinal muscle-myenteric
plexus of the rat ileum: functional implications. M. Duarte-Aradjo, C. Vieira, F.
Ferreirinha & P. Correia-de-Sa. Purinergic Signalling. 6 (Suppl 1): S1-S162. (2010).

2. Comunicacdes em Reunides cientificas

ili.  Comunicacg0es orais

XLI Reunido Anual da Sociedade Portuguesa de Farmacologia, XXIX Reunido de
Farmacologia Clinica e X Reunido de Toxicologia, Coimbra (2011). “Functional
implications of Tandem localization of excitatory Az and A,a receptors on myenteric
cholinergic neurons of sham and inflamed rat ileum. C. Vieira, J. Oliveira, P. Marques,

F. Ferreirinha, M. Duarte-Araujo, P. Correia-de-Sa.
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Farmacologia Clinica e IX Reunido de Toxicologia, Porto (2009). “Differential
distribution and functional characterization of adenosine A;, Aza, Az and Ag

receptors in the rat myenteric plexus”. C.Vieira, M. Duarte-Araujo, D. Fernandes, F.
Ferreirinha & P. Correia-de-Sa.

iv.  Comunicacdes em painel

Purines 2010, Tarragona-Barcelona (2010). Regional distribution of adenosine receptors
at the longitudinal muscle-myenteric plexus of the rat ileum: functional implications.

M. Duarte-Araujo, C. Vieira, F. Ferreirinha & Paulo Correia-de-Sa.
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