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No final do ano de 1987 comecei o trabalho experimental que conduziu
a elaboragdo da dissertagdo de doutoramento.

No entanto o acontecimento decisivo para levar a cabo este
empreendimento ocorreu uns anos antes, quando, ainda no sexto ano do meu
curso e poucos meses apos ter iniciado as minhas fun¢des de monitor de
Terapéutica Geral, a Prof. Doutora Isabel Azevedo me transmitiu a proposta
do Prof. Doutor Walter Osswald, e também sua, de passar a colaborar na
actividade de investigacéo, trabalhando num projecto sob orienta¢ao da Prof.
Doutora Isabel Azevedo.

Ainda hoje, ao relembrar esse dia, volto a experimentar, em parte, a
sensagdo que entio me invadiu. Senti uma imensa alegria e gratiddo
misturadas com uma certa vaidade, mas também com algum receio de
desiludir quem tanta confianga depositara em mim. Pareceu-me um sonho.

Seguiram-se tempos felizes e proveitosos. Tive a sorte excepcional de
encontrar como companheiros de trabalho pessoas que, ao fim de algum
tempo, estavam entre aquelas que considerava como sendo os meus amigos.

Permanecer no Laboratério de Farmacologia tem sido desde essa altura,
para mim, muito mais que uma honra ou privilégio profissional, um verdadeiro
prazer.

Quase sem dar pela passagem do tempo, fui aprendendo algumas das
técnicas utilizadas na investigagdo fisio-farmacoldgica levada a cabo no
Laboratério de Farmacologia. Foram também anos de maturagdo. Ndo s6
adquiri conhecimentos importantes como, e principalmente, desenvolvi
alguma capacidade de encarar, sob uma perspectiva cientifica, algumas das
questdes que se me deparam na minha actividade de médico, quer clinica quer
académica.

O 1inicio do Internato de Especialidade de Doengas Infecciosas foi a causa
préxima do nascimento do projecto que culminou no trabalho que agora
apresento.



As implicagdes fisiopatolégicas e terapéuticas da barreira hemato-
encefélica nas infec¢des do sistema nervoso central, patologia tdo frequente
na rotina do meu trabalho de enfermaria do Servigo de Doengas Infecciosas,
despertaram vivamente o meu interesse. Comecei uma pesquisa bibliogréfica
sobre a permeabilidade da barreira hematoencefilica. Depressa me apercebi
de que a permeabilidade desta barreira ndo era estdtica e de que, de acordo com
alguns autores, poderd estar sujeita a influéncia de mecanismos neuro-
humorais entre os quais os adrenérgicos.

Mecanismos adrenérgicos nos vasos sanguineos e, ulteriormente, pato-
logia do sistema nervoso central, faziam parte do meu trabalho do dia a dia.

A minha vivéncia como “farmacologista” associada i minha actividade
de “infecciologista” poderia dar-me algumas condigdes para o estudo de uma
questdo que me entusiasmava: a das possiveis implica¢gdes de mecanismos
adrenérgicos centrais no controlo da permeabilidade da barreira
hematoencefdlica. Por outro lado, a minha pratica clinica hospitalar poderia
contribuir para a minha formagio como farmacologista e, particularmente,
como docente de Terapéutica Geral.

Pensei pois que ndo estava perante uma ambivaléncia, mas bem pelo
contrdrio, a simbiose da farmacologia e da infecciologia poderia, nestas
circunstdncias, ser uma realidade.

Entusiasmadamente, elaborei um projecto de trabalho.

A total disponibilidade e interesse com que os Prof. Doutor Walter
Osswald e Prof. Doutora Isabel Azevedo acolheram e apoiaram a minha ideia
foram para mim a quase certeza de que ia levar 0 meu projecto a bom termo.

Cheguei, sem divida, a parte para mim mais dificil da elabora¢do deste
texto: 0 exprimir, por escrito, a minha gratidio a quem tanto me deu. Nem por
palavras o conseguiria fazer. Espero demonstrd-la, embora com as limitagdes

que me caracterizam, pelas minhas atitudes ao longo da vida.



E-me dificil agradecer ao Prof. Doutor Walter Osswald sem o fazer em
simultineo a Prof. Doutora Isabel Azevedo. A eles devo tudo o que de bom
possa ter tido a minha carreira profissional no Laboratério de Farmacologia.
No entanto gostaria de deixar muito bem vincado que, por maior que tenha
sido a ajuda que me deram no campo profissional, e esta foi realmente
inexcedivel, o meu maior agradecimento € pela amizade que me dispensaram
e através dela, pelos valores que me transmitiram e que tanto influenciaram
aquilo que de mais importante est4 contido no meu projecto pessoal de vida.

O Prof. Doutor Walter Osswald, ao longo destes anos em que, de forma
constante e paciente, orientou o meu trabalho, ensinou-me e corrigiu-me,
conseguindo, simultaneamente, incutir-me confianga. Esta maneira de estar
foi mais uma das suas li¢Oes, talvez das mais importantes.

Embora a lei nfo contemple a possibilidade do doutorando ter dois
orientadores, tive no entanto a sorte de, na pratica, os ter tido. Ndo houve dia
de presenga no Laboratério em que ndo conversasse com a Prof. Doutora
Isabel Azevedo acerca do nosso trabalho. Deste seu interesse profundo e
permanente resultaram, além dos passos e de algumas das hipéteses interpre-
tativas que considero mais importantes neste estudo, grande parte do entusi-
asmo que hoje sinto pela investigagc@o e muito particularmente pela que se
refere a mecanismos adrenérgicos e barreira hematoencefdlica.

Gostaria de lembrar também o Prof. Doutor José Garrett um dos principais
criadores da “escola de humanidade” que € o Laboratdrio de Farmacologia e
a quem muito devem todos os que nele agora trabalham.

Quando manifestei os meus anseios profissionais ao Prof. Doutor
Henrique Lecour deparei com uma atitude de total compreensio e apoio. Esta
atitude manteve-a sempre desde entdo, inteirando-se regularmente da
evolugdo do meu trabalho. Ao Prof. Doutor Henrique Lecour devo também
a sugestdo do tema para a minha prova complementar e ainda o facto de me
ter facultado o acesso a todo material necessdrio & sua execugdo. As suas



atitudes s3o uma demonstragio constante da amizade com que me tem
honrado.

Encontrei nos Prof. Doutores Rodrigues Pereira, Serafim Guimdes, Jorge
Tavares e Fernando Branddo mestres sempre disponiveis para me ouvirem e
ajudarem, o que muito contibuiu para a minha formagio.

Para além da Prof. Doutora Isabel Azevedo, tiveram a paciéncia de me
ensinar normas bdsicas e algumas técnicas de trabalho laboratorial a Doutora
Maria Quitéria Paiva, a Sr* D. Maria Luisa Vasques e a Sr* D. Domingas
Branco as quais manifesto a minha gratiddo.

Agradecgo a Prof. Doutora Deolinda Lima a forma tdo pronta como em
tantas ocasides me ajudou. A eladevo, entre outras, a aprendizagem da técnica
de estereotaxia.

A sensagdo de bem estar que experimento diariamente no Laboratério
muito se deve a4 amizade, ajuda e disponibilidade constante dos Prof. Doutores
Daniel Moura, Patricio Soares da Silva, Jorge Polénia e Maria Helena
Fernandes, dos Doutores José Guilherme Monteiro e Maria Quitéria Paiva e
dos Drs. Afonso Esteves, Alberto Mota, Ant6énio Dinis, Alexandra Matias,
Antonio Albino Teixeira, Carlos Amaro Neves, Domingos Aratjo, Fitima
Martel, Manuel Matos, Manuel Pestana, Manuel Vaz da Silva, Nuno Borges,
Pedro Nunes, Rosa Begonha e Tiago Guimaraes.

Gostaria de salientar o meu agradecimento ao Dr. Nuno Borges, amigo
com quem nos Ultimos dois anos trabalhei e que tanto me ajudou. Recordo as
tardes de trabalho experimental no Laboratério e as longas conversas que

entdo tivemos e que foram para mim fonte de enriquecimento humano e
cientifico.

A Sr* D. Maria Luisa Vasques agradeg¢o a ajuda técnica sempre tdo
competente. A boa vontade e entusiasmo, que demonstrou quando solicitada
a colaborar na execugio de trabalhos experimentais, serdo sempre para mim
uma grata recordagdo.
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A prontiddo e perfeigdo com que as Senhoras D. Manuela Moura, D.
Prazeres Cleto e D. Paula Serrdo me ajudaram no trabalho de laboratdrio €
motivo do meu reconhecimento.

As Senhoras D. Aida Camarinha e D. Eva Abrantes e ao Senhor José
Martins agradeco o trabalho competente de secretariado.

Aos Senhores Aldovino Sousa, Abilio Nunes, D. Mabilde Gomes, D.
Maria Irene € D. Deolinda Martins manifesto o meu agradecimento, pois, pelo
desempenho correcto das suas fungdes, tornaram mais fdcil e mais agraddvel
o trabalho no Laboratério de Farmacologia.

Aos companheiros do Servi¢o de Doengas Infecciosas do Hospital de S.
Jodo, médicos, enfermeiros e pessoal administrativo, agradeco a forma
interessada com que sempre seguiram o evoluir do meu trabalho.

Ao colega e amigo, Dr. Luis Almeida, agradeco toda a ajuda € facilidades
concedidas na preparagio grafica desta dissertagao.

Finalizo com o testemunho de gratiddo a quem para mim, de forma mais
importante, tornou possivel e é simultaneamente razdo de ser deste trabalho:

0s meus pais, a minha mulher, as minhas filhas. A eles dedico esta dissertagao.
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INTRODUCAO

No final do século dezanove, Ehrlich, um microbiologista alemio, num
estudo que visava a descoberta de substincias com efeito antimicrobiano,
verificou que alguns corantes vitais administrados endovenosamente se
localizavam em todos os tecidos do organismo exceptuando o sistema nervoso
central (Ehrlich 1895). Esta observagdo, embora de enorme importincia, ndo
foi correctamente interpretada pelo seu autor que atribuiu o facto a uma
auséncia de afinidade dos corantes utilizados para o tecido nervoso (ver
Goldstein e Betz 1986).

Foi, no entanto, a partir deste estudo que pela primeira vez se admitiu a
possibilidade da existéncia de uma barreira entre o cérebro e o sangue. A
interpretagio correcta dos resultados obtidos por Ehrlich foi feita em 1913 por
Goldmann, seu discipulo, ao verificar que obtinha uma coloragio densa de
todo o cérebro quando administrava directamente no liquor os corantes que
endovenosamente ndo provocavam qualquer marcagdo do tecido nervoso (ver
Goldstein e Betz 1986).

Stern e Gautier (1922a) fizeram o primeiro estudo sistemdtico da passa-
gem de uma série de substincias injectadas no sangue para o sistema nervoso
central, fazendo o seu doseamento no liquor. Estes autores concluiram que 0
brometo, a estricnina, a morfina, a atropina e os sais biliares passavam para
0 sistema nervoso central, 0 que ndo acontecia com o curare, 0S pigmentos
biliares, o iodo, a eosina ou a fluoresceina (ver Davson 1989). Em estudo
subsequente, Stern e Gautier (1922b) verificaram que s6 as substincias que
passavam para O sistema nervoso central tinham efeitos neurolégicos. No
entanto, quando injectavam intratecalmente substdncias que administradas
por via endovenosa ndo passavam para o cérebro, os efeitos neuroldgicos

tornavam-se evidentes. Destes estudos, Stern e Gautier concluiram que havia
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uma barreira selectiva para determinadas substincias entre o cérebro e o
sangue & qual chamaram Barriére Hématoencéphalique (ver Davson 1989).

O cardcter selectivo da barreira hematoencefdlica foi muito mais tarde
confirmado por Becker e Quadbeck (1952), tendo estes autores demonstrado
que a principal caracteristica determinante da capacidade de uma substincia
atravessar a barreira hematoencefilica e sangue-liquido cefalorraqyideano €
a sua lipossolubilidade (ver Davson 1989).

Actualmente, a designagdo de barreira hematoencefdlica aplica-se a uma
das interfaces sangue/sistema nervoso central: o enorme leito capilar existente
no parénquima cerebral dos vertebrados. Existe outra superficie de contacto
entre 0 sangue e o sistema nervoso central, também com caracteristicas de
barreira selectiva, de muito menor extensdo, designada por barreira sangue-
-liquido cefalorraquideano e que se situa fundamentalmente a nivel dos plexos
coroideus/epéndima ventricular (Milhorat et al. 1973).

ApOs a descoberta da existéncia de uma barreira funcional entre 0 sangue
€ 0 sistema nervoso central, muitos investigadores se preocuparam com a sua
identificagdo morfoldgica.

Vistos com o microscépio de luz, os capilares cerebrais sdo iguais aos
existentes noutros orgdos, nomeadamente no musculo, sendo a tnica
particularidade detectada a existéncia de uma bainha em torno dos vasos
intraparenquimatosos cerebrais, constituida por uma invaginagio da pia/glia
(ver Carpenter e Sutin 1983). Esta observacdo levou a que fosse aceite o
conceito de que este revestimento era o responsdvel pela menor permeabili-
dade dos vasos cerebrais em relagio aos periféricos.

Foi Spatz (1934) quem primeiro pds em causa tal conceito invocando os
estudos feitos por Goldmann em 1913 que, ao mostrarem que a injecgdo
intracerebroventricular de azul de tripano corava facilmente todo o cérebro,
exclulam a hipétese de impermeabilidade da pia/glia (ver Davson 1989).
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Com o desenvolvimento das técnicas morfolégicas, nomeadamente de
microscopia electrénica, Wolff (1963) demonstrou que os capilares cerebrais
sdo envolvidos por uma bainha formada por prolongamentos de astrécitos que
contactam com a célula endotelial. Estes prolongamentos astrocitdrios sio
revestidos por uma membrana basal, o que d4 ao capilar o aspecto de um tubo
envolvido por uma membrana protoplasmadtica. Concluiu-se, pois, a partir
destas observagOes, que a bainha astrocitdria era a base morfoldgica da
barreira hematoencefilica.

Entretanto, Brightman (1965a, 1965b) observou que a ferritina injectada
no liquor passava através dos poddcitos das células da astroglia, indo
localizar-se junto 2 membrana basal endotelial.

Por outro lado, Rodriguez (1965) verificou que os corantes amino-
acridinicos coram os nicleos de todas as células do organismo exceptuando
os das células do sistema nervoso central nomeadamente os nicleos do
endotélio dos capilares cerebrais. No entanto, estes passam a ser corados
quando a referida substidncia é administrada intracerebroventricularmente.
Concluiu-se que a barreira hematoencefdlica se localiza no lado luminal do
endotélio dos capilares cerebrais.

A observagao de Reese e Karnovsky (1967) de que as jungOes entre as
células endoteliais dos capilares cerebrais sdo jungdes apertadas (tight
junctions) veio reforcar a teoria da localiza¢do da barreira hematoencefdlica
no endotélio dos capilares cerebrais.

As células endoteliais dos capilares cerebrais tém diferencas importantes
em relagio as dos capilares periféricos. Ao contrdrio do que se passa a
periferia, as células endoteliais cerebrais tém um nimero muito reduzido de
vesiculas de pinocitose (Wolff 1963; Cervés-Navarro 1963) e as camadas
externas das membranas citoplasmadticas adjacentes estdo intimamente
fundidas (pelas jungdes apertadas), formando um cinto continuo de estrutura
pentalaminar em torno do vaso (Brightman e Reese 1969). O facto dos capi-

lares cerebrais ndo serem fenestrados (Lee 1971) determina decisivamente a
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sua baixa permeabilidade.

Para além destas caracteristicas, substrato anatomico da barreira
hematoencefdlica, as c€lulas endoteliais dos capilares cerebrais tém outras
particularidades que condicionam aspectos funcionais importantes da referida
barreira.

Em 1959 e em 1961, Weil-Malherbe et al. demonstraram pela primeira
vez que a adrenalina, noradrenalina, dopamina e 5-hidroxitriptamina ndo
passavam da periferia para o sistema nervoso central. Para além de um grande
nimero de mitocOndrias (Olendorf et al. 1977), as células endoteliais dos
capilares cerebrais t€ém um contéudo elevado de catecol-o-metil-transférase
(COMT), monoaminoxidase (MAQ) e dopa-descarboxilase (Mrsulja e
Djuricic 1980; Hardebo et al. 1980). O acesso de aminas periféricas ao sistema
nervoso central estd impedido por esta verdadeira barreira enzimdtica que o
protege da interferéncia que aquelas aminas teriam nos mecanismos centrais
de neurotransmissdo.

Em 1973 Hartman descreveu a existéncia de varicosidades adrenérgicas
em contacto intimo com a membrana basal de capilares cerebrais no Homem,
no Rato e no Macaco. Este facto foi subsequentemente confirmado por outros
autores, em estudos em que se usaram diversas técnicas (Edvinsson et al. 1973;
Rennels e Nelson 1975; Swansson et al. 1977). Estas varicosidades sdo as
terminagdes de axonios com origem em nicleos do sistema nervoso central,
nomeadamente no locus coeruleus (Loizou 1969; Ungerstedt 1971; Hartman
1973), estrutura constituida quase exclusivamente por corpos celulares de
neurdnios noradrenérgicos (Dahlstrom e Fuxe 1964).

Raichle et al. (1975), ao demonstrarem que a estimulag¢do eléctrica do
locus coeruleus aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefdlica &
dgua, contribuiram para a fundamentagdo da hipétese de que a relagdo das
varicosidades adrenérgicas com os capilares tem um significado funcional.

Sabe-se jd da existéncia de receptores adrenérgicos alfa e beta no endo-
télio dos capilares cerebrais (Peroutka et al. 1980; Harik et al. 1980; Kobayashi
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et al. 1981, 1982, 1985). Por outro lado, a destruigdo do locus coeruleus ou
o tratamento crénico com reserpina provoca um aumento significativo do
nimero de receptores adrenérgicos beta nos microvasos cerebrais (Kalaria et
al. 1989), o que veio reforcar significativamente a hipdtese destes serem
inervados.

No entanto, o significado funcional desta inervagdo estd ainda
praticamente por esclarecer. Apesar do trabalho de Preskorn et al. (1980)
demonstrando que, no Rato, a administragio intraperitoneal de amitriptilina
aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefélica a dgua, as vdrias
revisdes sobre a barreira hematoencefdlica continuam quase sistematicamente
a ignorar qualquer relacdo entre mecanismos adrenérgicos centrais e
permeabilidade dos microvasos cerebrais.

Acreditando na possibilidade de podermos, de algum modo, contribuir
para o esclarecimento da funcdo da inervagdo adrenérgica central dos
microvasos cerebrais, inicidmos o presente estudo.

A caracterizacdo dos mecanismos envolvidos e a pesquisa de eventual
tradugdo morfolégica ultrastrutural destas interacgdes foram também objecto
do nosso estudo.

O modelo de Preskorn et al. (1980), com uso de dgua tritiada como
marcador da permeabilidade da barreira hematoencefédlica para estudo dos
efeitos da amitriptilina, ndo nos pareceu o mais adequado. O uso da dgua
tritiada implica o recurso a técnicas complexas, além de ser pouco sensivel €
especifico (Fenstermacher 1984; Rapoport 1985).

Decidimos comegar por verificar se o efeito descrito pelos referidos
autores em relagdo a permeabilidade da barreira hematoencefélica a dgua se
verificava para moléculas de caracteristicas bastante diversas: a fluoresceina
sédica e a albumina. Os resultados que obtivemos mostraram que, de facto,
a amitriptilina aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefélica a estas
substancias. Tal como Preskorn et al. (1980, 1982a), inferimos provisoria-
mente que o efeito da amitriptilina seria mediado pelo reforgo das acg¢Ges da



28 Introducéo

noradrenalina, efeito bem conhecido daquele antidepressor triciclico (Ross e
Reny 1967).

Uma vez que a noradrenalina tem efeitos sobre a actividade de pinocitose
no endotélio dos vasos periféricos (Azevedo et al. 1984) e sabendo-se que a
quase auséncia de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais € uma
caracteristica fundamental da barreira hematoencefélica (Cervds-Navarro
1963), pareceu-nos de considerar a hip6tese do aumento de permeabilidade
da barreira hematoencefdlica induzido pela amitriptilina se relacionar com um
aumento da pinocitose. Assim, estuddmos também os efeitos da amitriptilina
sobre a ultrastrutura dos capilares do cértex cerebral do Rato, tendo verificado
que a unica alteragdo ultrastrutural consistia num aumento considerdvel do
nimero de vesiculas de pinocitose nos animais tratados com aquele formaco.

Tendo, através desta primeira fase do trabalho, confirmado a solidez das
premissas sobre as quais assentaria 0 nosso projecto, passimos de imediato
ao uso de meios mais directos para o estudo de mecanismos adrenérgicos
centrais no controlo da permeabilidade da barreira hematoencefilica.

A partir daqui 0 nosso trabalho teve trés fases fundamentais:

* O estudo do efeito de agonistas e antagonistas adrenérgicos na
permeabilidade da barreira hematoencefilica.

O objectivo destes estudos era obviamente identificar o envolvimento de
receptores adrenérgicos na modulagdo da permeabilidade daquela barreira e
caracterizar o tipo de receptores envolvidos. (Os esclarecimentos
provenientes deste estudo poderiam ter utilidade para a interpretagdo
fisiopatolégica de situagdes clinicas com alteragbes de permeabilidade da
barreira hematoencefdlica e permitir a sugestdo de novos protocolos para a
modificagdo daquelas situagdes).

* O estudo dos efeitos da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus na
permeabilidade da barreira hematoencefilica.

Com este modelo experimental visdmos uma aproximagio a hip6tese das

alteragdes induzidas pelas catecolaminas na permeabilidade da barreira
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hematoencefdlica terem um significado fisiolégico, face a existéncia de
inervagdo adrenérgica dos microvasos cerebrais a partir do locus coeruleus.

« A caracterizagio das alteragdes morfoldgicas ultrastruturais a nivel do
endotélio dos capilares cerebrais eventualmente induzidas pelas catecola-
minas ou pela estimulagdo do locus coeruleus.

A finalidade deste estudo foi a de esclarecer quais os mecanismos
envolvidos nas altera¢bes da permeabilidade da barreira hematoencefalica
induzidas pela administragfio de catecolaminas ou pela estimulagio eléctrica

do locus coeruleus.

Na primeira fase do nosso trabalho usdmos a noradrenalina, fenilefrina e
isoprenalina. Procedemos i sua administracdo intracerebroventricular por
estereotaxia, pois nenhuma delas atravessa a barreira hematoencefdlica (Weil-
-Malherbe et al. 1959, 1961; Bertler et al. 1966; Owman e Rosengren 1967,
Olendorf 1971; Hardebo et al. 1980; Mrsulja e Djuricic 1980). Na tentativa
de verificarmos se o efeito destas aminas era mediado por receptores recor-
remos a administragdo prévia de bloqueadores adrenérgicos.

Influenciados pelos resultados obtidos com o uso de bloqueadores adre-
nérgicos sobre os efeitos da administrago de aminas simpaticomiméticas na
permeabilidade e morfologia da barreira hematoencefilica, estuddimos
também os efeitos de bloqueadores alfa e beta nas alteragdes induzidas pela
estimulagdo eléctrica do locus coeruleus. Como ja foi referido, paralelamente
a avaliagdo dos efeitos das aminas simpaticomiméticas e da estimulagdo
eléctrica do locus coeruleus na permeabilidade, fizemos o estudo morfoldgico
ultrastrutural da barreira hematoencefilica.

Tenho a nogdo de que fiquei aquém dos objectivos que pretendia ter
alcangado. A defini¢do de sub-tipos de receptores adrenérgicos implicados
nalguns dos fenémenos por nés observados; 0 que se passaria com a
estimulagdo eléctrica apos destruigdo das estruturas adrenérgicas centrais com
6-hidroxidopamina (6-OHDA); a avaliagdo de possiveis efeitos potenciadores
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da estimulagdo eléctrica ou da noradrenalina pelo tratamento prévio com
cocaina ou inibidores da MAQ, sdo algumas das muitas questdes que gostaria
de ter estudado.

Mesmo considerando que a investigacdo cientifica € uma procura
constante de resposta para uma nascente intermindvel de interrogagdes € por-
tanto inesgotdvel, uma tarefa vasta, complexa, mas sem divida fundamental
€ a de esclarecer qual o significado, para a homeostasia, da modulac@o da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica pelos mecanismos adrenérgicos

centrais.
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MATERIAL E METODOS

Introducio

O modelo animal que utilizdmos na totalidade das experi€ncias foi o Rato
Wistar, macho (Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras,
Portugal), de peso compreendido entre os 280 ¢ 300 g.

Os animais foram anestesiados com o pentobarbital sédico na dose de 40
mg/kg de peso, administrado por via intraperitoneal (i.p.).

I- METODO DE ESTUDO DA PERMEABILIDADE DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA

De entre os vdrios métodos descritos para o estudo da permeabilidade da
barreira hematoencefdlica optdmos pelo método baseado num unico
doseamento do marcador em apenas uma amostra de sangue e de cérebro, o
qual passarei a designar pela sua denominagio inglesa de single-time point
analysis (Rapoport et al. 1979), modalidade do método de “captagdo continua,
ap6s a administragdo endovenosa de um marcador”. A sua escolha foi feita
depois de uma revisdo exaustiva da bibliografia existente sobre este assunto,
o qual, pela sua importancia, serd abordado no capitulo da discusséo.

A férmula geral usada para o cédlculo da permeabilidade por este processo
€ a seguinte:

Kin=[q(tot)(T)-VB.CB(T)]:fcpdt ou cpt (1)

Kin-coeficiente unidireccional de transferéncia para o cérebro.
q(tot)T-quantidade de marcador no cérebro ao fim do tempo T.
VB-volume do compartimento vascular intra-cerebral.

CB-concentragiio do marcador no sangue arterial.
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f cp.dt-produto do integral da concentragido do marcador pela derivada do
tempo (desde a injecgdo a colheita).
‘cp(T) -concentragio média do marcador no sangue arterial obtido por

colheita continua, a ritmo constante, durante o tempo T.

O produto VB.CB(T) corresponde & quantidade de marcador que
permaneceu no compartimento intravascular cerebral. Quando € possivel a
lavagem do compartimento intravascular por perfusdo, este cdlculo é
dispensdvel. E, metodologicamente, correcto proceder A lavagem em
situagbes em que o tempo usado para a capta¢do do marcador seja muito
superior ao tempo de lavagem; o ideal € que o tempo de lavagem ndo exceda
um minuto (Bachelard et al. 1973; Smith e Rapoport 1986) e seja igual ou
inferior a 5% do tempo utilizado para o processo de captagio cerebral do
marcador (Smith 1989). Neste caso a férmula passard a ser:

Kin=[qtot(T)] jcp.dt ou cp(T) (2)

Consoante o tipo de experi€ncia efectuada, a colheita de sangue para o
doseamento do marcador, a fluoresceina sddica, foi feita aos 10, 27 ou 35
minutos, apds a sua administragdo endovenosa.

Para determinagdo do perfil da curva das concentragdes plasmadticas da
fluoresceina sédica, utilizdmos quatro grupos de animais aos quais foi
injectado este marcador na dose de 80 mg/kg, endovenosamente; as medigdes
em cada um dos grupos foram efectuadas aos 5 (12 grupo), 10 (2° grupo), 27
(3° grupo) e 35 (4° grupo) minutos ap6s a injec¢do de fluoresceina sédica.

A variabilidade das concentragdes plasmdticas de fluoresceina sédica, nos
diversos animais, obtidas ao fim dos mesmos tempos, é muito pequena
(figura 1).
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Fig. 1 — Niveis sanguineos de fluoresceina sédica 5, 10, 27 e 35 minutos
apds a administracdo e.v. de uma dose de 80 mg/Kg. Os valores de cada ponto
sdo expressos pela média aritmética e erro padrdo dos niveis sanguineos de
fluoresceina determinados em 127 animais.

Isto significa que nos diversos animais, para doses € tempos idénticos, a
drea sob a curva € sensivelmente a mesma. Este facto possibilita a substituigdo
de fcp.dt (que mede a 4drea sob a curva) ou cp(T) pela determinagdo da
concentragdo do marcador ao fim de um determinado tempo- cp(T). Para o
célculo da taxa de extracg¢do cerebral da fluoresceina passdmos a usar a

seguinte férmula:

t.ext.(ou Kin)=qtot(T)/cp(T)x100 3)
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II - ESTUDO DA PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATO-
ENCEFALICA A ALBUMINA-I®!

A albumina-I'*' foi um dos marcadores utilizados para estudar os efeitos
da amitriptilina na permeabilidade da barreira hematoencefilica. Aos ratos
anestesiados injectou-se a amitriptilina na dose de 34 mg/kg i.p..
Imediatamente a seguir administrou-se 30 pCi de albumina-I1'*! na veia central
da cauda. Procedeu-se de seguida a traquetomia com introdugdo de cinula
para ventilagdo controlada. (ver IX-ventilacio controlada). Trinta minutos
apds, colheu-se sangue do ventriculo esquerdo e sacrificaram-se os animais
por decapitagdo e obteve-se um fragmento de cértex parietal direito.

Procedeu-se depois & medigdo da radiactividade nas amostras de sangue
e cérebro, usando um contador de radiagio gama LKB Wallac 1280-
Ultrogamma, Suécia). Os resultados foram expressos em cpm/g de cérebro e
de sangue, e calculou-se a taxa de extracgdo cerebral da albumina-I1'*! (eq. 3).

III - ESTUDO DA PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATO-
ENCEFALICA A FLUORESCEINA SODICA

A fluoresceina sédica foi utilizada em todos os estudos de permeabilidade
da barreira hematoencefdlica. As razdes de tal escolha serdio apresentadas e
debatidas no capitulo da discussdo.

1 - Estudo do efeito da amitriptilina na permeabilidade da barreira
hematoencefilica.

Ap6s a administragdo, aos animais anestesiados, de amitriptilina, 34 mg/
kg, 1.p. ou de igual volume do seu dissolvente aos controlos, injectou-se, na
veia central da cauda, a fluoresceina sédica na dose de 80 mg/kg. Procedeu-
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se de imediato a traqueotomia e introdugio de canula traqueal para ventilagao
controlada. Dez minutos apds a administra¢do da amitriptilina obtiveram-se
amostras de sangue (ventriculo esquerdo) e de cérebro, para o doseamento da
fluoresceina e célculo da respectiva taxa de extracgdo. Os fragmentos de
cérebro (cOrtex parietal direito) foram colhidos imediatamente apds a
lavagem, por perfusdo, do compartimento intravascular cerebral com com
uma solugdo de cloreto de sédio a 0,9% (NaCl) (ver VII-Perfusido Vascular
Cerebral).

2 - Estudo dos efeitos da administracao intracerebroventricular de far-

macos na permeabilidade da barreira hematoencefilica.

Imediatamente ap6s a administragdo intracerebroventricular (ventriculo
lateral direito) da substincia em estudo ou de igual volume do seu dissolvente
(ver IV-Injec¢do Estereotdxica Intracerebroventricular), injectou-se a
fluoresceina sédica, 80mg/kg, na veia jugular externa esquerda.

Procedeu-se de seguida a traqueotomia e introdugdo de cdnula traqueal
para ventilagdo controlada.

Dez minutos apés a injec¢do intracerebroventricular, obtiveram-se
amostras de sangue (ventriculo esquerdo) e de cérebro para o doseamento da
fluoresceina e cédlculo da sua taxa de extracgdo (ver n? 4 desta secgdo -
Doseamento da Fluoresceina Sédica). Os fragmentos de cérebro (cortex
parietal direito) foram colhidos imediatamente apds a lavagem, por perfusdo,
do compartimento intravascular cerebral com NaCl a 0,9%.

3 - Estudo dos efeitos da estimulacao eléctrica do locus coeruleus na

permeabilidade da barreira hematoencefalica.

Imediatamente apds a administragio de fluoresceina sédica, 80mg/kg, na

veia jugular externa esquerda, o animal previamente anestesiado foi colocado



I R

36 Material e Métodos

no aparelho de estereotaxia. Nos animais em que se procedeu 2 estimulagio
eléctrica, esta teve inicio 7 minutos apds a injecgdo de fluoresceina. Nos
controlos fez-se apenas a colocagdo do eléctrodo no locus coeruleus. O tempo
de permanéncia do eléctrodo com ou sem estimulagio, foi de 20 minutos (ver
V-Estimulacio Eléctrica do Locus Coeruleus).

Terminado este perfodo colheram-se amostras de sangue da veia jugular
externa direita € fragmentos de cértex parietal direito. Os fragmentos de
cérebro foram obtidos imediatamente apds a lavagem, por perfusio, do
compartimento intravascular cerebral com NaCl 0,9%.

4 - Doseamento da fluoresceina sédica.

O doseamento da fluoresceina sédica fez-se por espectrofotofluorimetria,
segundo protocolo descrito por Baba et al. (1988).

Os fragmentos de cérebro foram homogeneizados em 4ml de tampao
borato, 0,5 mol./l, pH 10 (para preparar 100 ml de tamp@o borato, a 1,52 g de
dcido bérico, 1,84 g de dcido cloridrico e 22 ml de hidréxido de sédio 1N
adiciona-se dgua bidestilada até perfazer um volume final de 100 ml).
Centrifugaram-se as amostras de sangue durante 10 minutos a 1200xg, &
temperatura ambiente e retiraram-se 100 pl do sobrenadante que se
adicionaram a 4ml do tamp@o borato. Estes e os homogeneizados de cérebro
foram centrifugados a 1200xg durante 10 minutos, apds o que se retirou 1ml
dos sobrenadantes que se adicionou a 4 ml de etanol absoluto, para
precipitagdo de proteinas. Procedeu-se depois a nova centrifugacio a
15.000xg durante 20 minutos, apés a qual se doseou a fluoresceina nos
sobrenadantes, utilizando um espectrofotofluorimetro Aminco Bowman,
American Instrument Co., Inc. (E.U.A.).

Fez-se o varrimento da fluorescéncia nas amostras entre os 400 e os 570
nm, com um comprimento de onda de excitagdo de 330 nm.
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Como se pode ver na figura 2 (curva a cheio), o pico de fluorescéncia para
a fluoresceina sédica foi aos 520 nm. Contudo um pico derivado do ensaio a
branco do tecido aparece aos 430 nm (figura 2, curva a tracejado),variando a
sua altura com a amostra.

Tendo obtido a equagdo da curva, foi possivel extrapolar a linha tracejada
teoricamente correspondente & amostra sem fluoresceina e, por conseguinte,
ao ensaio a branco. Optou-se por usar, em todas as amostras, como medida
da fluorescéncia, o valor “h” acima da linha tracejada (figura 2) (Baba et al.
1988).

16 - leitura

14 1

12 +

400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

Fig. 2 - Espectro de fluorescéncia da fluoresceina sédica a um
comprimento de onda de excitacdo de 330 nm. A curva a cheio corresponde
a uma amostra de cérebro contendo fluoresceina e a curva a tracejado
corresponde a uma amostra sem fluoresceina (ensaio a branco). O valor do
segmento de recta h foi usado como medida de fluorescéncia.
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O valor do ensaio a branco do sangue foi praticamente nulo.

A recuperagdo total, apds adi¢do ao homogeneizado de cérebro e is
amostras de sangue de 0,5 pg de fluoresceina, foi superior a 90%. Como se
pode ver na figura 3, hd uma correlagdo linear entre a quantidade de
fluoresceina e a respectiva fluorescéncia. Embora dispondo desta curva de
calibragdo, fizemos em todas as experiéncias um padrio para o cdlculo do teor
de fluoresceina no cérebro e no sangue.

- intensidade de fluorescéncia

0 1 1 | |

0 0.5 1 1.5 2
fluoresceina (ug/ml)

Fig. 3 - Relacdo entre a concentrac¢do de fluoresceina nos homo-
geneizados de cérebro e a respectiva intensidade de fluorescéncia (n=15)
(r=0,992185).
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IV — INJECCAO ESTEREOTAXICA INTRACEREBROVEN-
TRICULAR

Para estudar o efeito de substincias que ndo atravessam a barreira
hematoencefdlica procedemos a sua administragdo directa no ventriculo
cerebral lateral direito.

Por este processo foram estudados os efeitos da noradrenalina 37,5, 75,
150 e 300 pg, da fenilefrina 200, 400, 800 e 1600 pg e da isoprenalina 10 pg
¢ ainda da prostaglandina F2a 50 e 100 pg, na permeabilidade da barreira
hematoencefdlica a fluoresceina. Aos animais controlo fez-se a administragdo
de volume igual, 10 pl, do dissolvente do fdrmaco usado.

A um grupo de animais administrou-se, 24 h antes da injecgdo
intracerebroventricular de 150 pg de noradrenalina ou de volume igual do seu
veiculo, a fenoxibenzamina na dose de 25mg/kg, i.p.. Para a injeccdo
intracerebroventricular usou-se uma mesa de estereotaxia David Kopf
Intruments, (E.U.A.). As coordenadas do ventriculo lateral direito, obtidas do
atlas de estereotaxia de Paxinos e Watson (1986) foram as seguintes:
dorsoventral +6,4 mm, lateromedial -1,4 mm e rostrocaudal +8,2 mm.

Depois de se colocar e fixar correctamente o animal fez-se uma pequena
craneotomia, com recurso a uma broca de dentista. A substincia a estudar ou
1gual volume do seu excipiente, 10 pl, foi entfo injectada.

Finalizada a injecgdo administrou-se a fluoresceina na veia jugular
externa esquerda e iniciou-se a ventilagdo controlada. Dez minutos apds a
injec¢do intracerebroventricular, colheu-se o sangue do ventriculo esquerdo
e retirou-se uma amostra de cérebro para doseamento da fluoresceina. Os
fragmentos de cérebro foram obtidos imediatamente apds a lavagem, por
perfusio, do compartimento intravascular cerebral com NaCl 0.9%. A técnica
da injecgdo intracerebroventricular foi também usada para o estudo
morfoldgico ultrastutural dos efeitos da noradrenalina e da isoprenalina.
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O controlo da técnica de injecgdo intracerebroventricular foi feito pela
injecgio estereotdxica de 10pl de azul de toluidina a 2%, a dez animais, usando

as coordenadas descritas para o ventriculo cerebral lateral direito.

V - ESTIMULACAO ELECTRICA DO LOCUS COERULEUS

Recorrendo a um estimulador Hugo Sachs (tipo 215 II) estuddmos os
efeitos da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus na permeabilidade e
morfologia da barreira hematoencefilica.

Apés anestesia, injectou-se a fluoresceina na veia jugular externa
esquerda dos animais, que foram de imediato colocados no aparelho de
estereotaxia. Utilizaram-se eléctrodos bipolares, coaxiais (NE-100, Kopf
Instruments, E.U.A.), que se introduziram de modo a que a que a ponta ficasse
junto ao limite dorsal do locus coeruleus. As coordenadas correspondentes a
esta localizagio, obtidos do atlas de estereotaxia de Paxinos e Watson (1986),
foram os seguintes: dorsoventral -1,3 mm, lateromedial -0,8 mm e
rostrocaudal +3,2 mm. Sete minutos apés a injecg¢@o de fluoresceina iniciou-
se a estimulagdo eléctrica com salvas de pulsos monofisicos de 1,5 ms de
dura¢do e intensidade de 50 pA, com periodos de 15 segundos “on” e 15
segundos “off”. A duragdo da estimulagdo foi de 20 minutos. Foram feitos
estudos com trés frequéncias, 5, 15 e 30 Hz. Nos controlos os procedimentos
foram os mesmos exceptuando o facto de ndo se ter feito a estimulacdo. Ao
fim dos 20 minutos o animal era retirado da mesa de estereotaxia e colhia-se
sangue da veia jugular externa direita e a amostra de cérebro, (apds a lavagem,
por perfusdo, do compartimento intravascular cerebral com NaCl a 0,9%),
para o doseamento de fluoresceina sédica.

Fez-se em todos os animais o controlo histolégico do local de colocagio
do eléctrodo. Quando se retirou o cérebro separou-se a parte correspondente
a localizagdo do locus coeruleus. Esta foi imersa em formol a 10% durante trés
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a quatro dias e durante mais quatro dias em sacarose a 30% em tampio fosfato,
0,1 M, pH 7,4. Destes tecidos fizeram-se crio-cortes de 50 pm de espessura
que foram corados com formol-tionina (Donovick 1974) e observados em
microscopia de luz. A extremidade ventral do trajecto aberto pelo eléctrodo
foi considerada como sendo o local em que foi efectuada a estimulagdo. Foram
rejeitadas as experiéncias em que o eléctrodo ndo estava correctamente
colocado.

VI - ESTUDO MORFOLOGICO ULTRASTRUTURAL

Este estudo foi feito nas vdrias situa¢Ges em que se induziram alteragdes
da permeabilidade da barreira hematoencefdlica. A zona observada foi o
cortex parietal direito.

1 - Estudo morfologico ultrastrutural dos efeitos da amitriptilina na
barreira hematoencefilica.

Anestesiaram-se 0s animais e injectou-se a amitriptilina i.p., 34 mg/kg.
Iniciou-se a ventilagdo controlada. Aos 9 minutos e apés abertura do térax
pingou-se a aorta descendente e aos dez minutos iniciou-se a perfusdo cerebral
com 1000 ml de fixador de Karnovsky (Karnovsky 1965). No fim desta fez-
se a imersdo do tecido durante 120 minutos no mesmo fixador. O tecido foi
subsequentemente processado para microscopia electrénica.

2 - Estudo morfolégico ultrastrutural dos efeitos da administracdo

intracerebroventricular de noradrenalina e de isoprenalina na
barreira hematoencefalica.

A noradrenalina (150 pg), a isoprenalina (10 pg) ou igual volume dos
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respectivos dissolventes, foram injectados por estereotaxia no ventriculo
cerebral lateral direito do Rato, apds anestesia. A outro grupo de animais
administrou-se 24 horas antes da noradrenalina (150 pg), a fenoxibenzamina,
25 mg/kg i.p.. Terminada a injecgdo intracerebroventricular, iniciou-se a
ventilagdo controlada e ao fim de 9 minutos, apds abertura do tdrax, pingou-
-s¢ a aorta descendente; aos dez minutos iniciou-se a perfusdo cerebral com
1000ml de fixador de Karnovsky. Finda a perfusio retirou-se o cérebro que
foi imerso durante duas horas no mesmo fixador. O tecido foi

subsequentemente processado para microscopia electrénica.

3 - Estudo morfoldgico ultrastrutural dos efeitos da estimulagio

eléctrica do locus coeruleus na barreira hematoencefilica.

Introduziu-se por estereotaxia o eléctrodo no locus coeruleus e iniciou-
-se a estimulagdo eléctrica com corrente de 15 Hz e de restantes caracteristicas
conforme o descrito. Ao fim de 20 minutos de estimulagdo ou no caso dos
controlos, sem estimulag¢do, retirou-se o animal do aparelho de estereotaxia
e, depois de pingada a aorta descendente, iniciou-se a perfuséo cerebral com
o fixador de Karnovsky. Finda a perfusio retirou-se o cérebro que foi imerso
durante duas horas no mesmo fixador. O tecido foi subsequentemente
processado para microscopia electrénica.

4 - Fixador de Karnovsky.

Este fixador contém 1,25% de glutaraldeido e 1% de paraformaldeido
num tampao fosfato (0,12M, pH 7.,4) (Karnovsky 1965).

5 - Processamento para microscopia electrénica

Depois de terem sido retirados do fixador de Karnovsky, os fragmentos
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de tecido foram lavados num tampao fosfato+sacarose 0,6 M, pés-fixados em
tetréxido de ésmio a 2% em tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,3, a 4°C durante
1 h, desidratados por passagem por solugdes de etanol progressivamente mais
concentradas, passados por 6xido de propileno e incluidos em Epon 812
(Azevedo et al. 1981).

Fizeram-se cortes ultrafinos (600 A a 700 A) num ultramicrétomo
Ultratome III (LKB, Suécia).

Os cortes foram sequencialmente corados com acetato de uranilo (a 2%)
e citrato de chumbo (a 2,6%), permanecendo durante 10 minutos em contacto
com cada um dos corantes.

6 - Microscopio electronico utilizado.

O microscépio utilizado foi um Siemens Elmiskop 101 (Siemens,
Karlsruhe, Alemanha) a 80 Kv.

7 - Quantificacdo da pinocitose.

Todos os capilares observados foram fotografados a uma ampliagido
constante e contou-se o numero de vesiculas de pinocitose presentes nas
células endoteliais dos capilares.

S6 foram consideradas as vesiculas intracitoplasmdticas de membrana
intacta (70-180 nm); ndo foram consideradas as incompletamente formadas
quer no lado luminal quer abluminal da membrana. A superficie das células
endoteliais foi medida usando uma grelha transparente com 122 pontos que
foi sobreposta as fotografias. Uma vez conhecida a area total coberta pela
grelha, o nimero de pontos que coincidem com a c€lula endotelial permite
calcular a drea correspondente (Weibel 1973). Foi entdo calculada a densidade
de vesiculas de pinocitose- ndmero de vesiculas por pm?* de endotélio. O
observador que fez a quantificagdo das vesiculas foi sempre 0 mesmo e nio
teve acesso ao codigo de identificagdo das microfotografias.
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VII - PERFUSAQO VASCULAR CEREBRAL

A perfusdo cerebral teve duas finalidades: a remog¢do do marcador
intravascular no caso das experiéncias destinadas ao estudo da permeabilidade
da barreira ou a fixag¢do dos tecidos nas experiéncias de morfologia. Nas
primeiras, a perfusio foi feita com NaCl a 0,9% durante 60 segundos (sendo
o volume total perfundido de cerca de 50 ml) e nas segundas com o fixador
de Karnovsky, 1000 ml. Em ambos os casos a pressdo de perfusio foi de 150
cm de dgua.

Com o fim de evitar trombos que dificultariam a lavagem ou a fixagéo
correcta de todo o leito vascular, antes do inicio da perfusdo foram injectados
no ventriculo esquerdo 0,2 ml de uma solug@o de heparina sédica a 5000 U.1./
ml. A cinula foi introduzida na por¢éo inicial da aorta através do ventriculo
esquerdo. Apés ser fixada nesta posi¢do pingou-se a aorta descendente e fez-
se uma incisdo na parede da auricula direita. SO entdo se abriu o sistema, dando
inicio & perfusdo.

VIII - MEDICAQ DA PRESSAO ARTERIAL

Nas situagOes experimentais em que ndo foi necessdria a colocagio do
animal no aparelho de estereotaxia (caso das experiéncias com a amitriptilina)
mediu-se a pressdo arterial através da colocagdo de um cateter heparinizado
na artéria carétida comum, ligado a um mandémetro de mercirio.

A pressio arterial foi medida durante os dez minutos que precederam a
administra¢do i.p. de amitriptilina e nos dez minutos subsequentes.

Quando foram empregues técnicas de estereotaxia a pressio arterial foi
medida por método esfigmomanométrico, com sensor de pulso e pressdo
colocado na cauda do animal, tendo sido usado um aparelho Letica Digital
Pressure Meter LE 5000 Barcelona, Espanha).
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As pressdes foram medidas em situagdes de controlo em que se fazia a
injec¢do intracerebroventricular de 10 pl de soro fisiolégico ou se aplicou um
eléctrodo no locus coeruleus nio fazendo qualquer tipo de estimulagdo. Estes
valores foram confrontados, respectivamente, com os obtidos durante os
mesmos tempos, em animais aos quais se injectavam no ventriculo lateral
cerebral 150 pg de noradrenalina ou em que se fazia a estimulagio eléctrica
do locus coeruleus com correntes de 15 Hz.

IX - VENTILACAO CONTROLADA

Nas experiéncias de cujo protocolo fez parte a ventilagdo controlada, esta
fez-se apds a traqueotomia e introdugdo de uma cdnula na traqueia, através da
qual foi fornecida ao animal uma mistura de oxigénio com ar, a 28%, sendo

a frequéncia respiratoria utilizada a de 60 ciclos por minuto.
X - MEDICAO DA PaO,, PaCO, E pH NO SANGUE ARTERIAL

A avaliag¢do da PaO,, PaCO, e pH no sangue arterial foi feita no final das
experiéncias, nas situagdes de controlo e experimental. O sangue foi colhido
em seringas heparinizadas. O aparelho utilizado foi um ABL 2 Acid-Base
Laboratory (Dinamarca).

XI - DESCRICAO E ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados das experiéncias sdo expressos pelas médias aritméticas e
erros padrio da média.

Para deducdo estatistica das diferengas entre dois grupos utilizou-se 0
teste t de Student para valores emparelhados ou independentes. O nivel de
significincia estatistica foi colocado em 5%. Para comparagBes miuiltiplas
utilizou-se o teste de Tukey-Kramer (Sokal e Rohlf 1981).
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XII - FARMACOS E OUTRAS SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Albumina-I"*' (Laboratério Nacional de Engenharia e Tecnologia
Experimental, Sacavém, Portugal), Cloridrato de amitriptilina (Merck e Co.,
Inc. Rahway, N.J., EUA), Bitartarato de (-)-noradrenalina (Sigma Chemical
Company, St. Louis, Mo, EUA), Cloridrato de (-)-fenilefrina (Boehringer
Mannheim, Alemanha), Cloridrato de fenoxibenzamina (Smith, Klein and
French, Philadelphia, Pa, E.U.A.), Fluoresceina sdédica (Merck-Schuchardt,
Darmstadt, Alemanha), Bitartarato de (-)-Isoprenalina (Sigma Chemical
Company, St. Louis, Mo, EUA), Pentobarbital sddico (Abott, Lisboa,
Portugal), Pindolol (Sandoz Pharma, Basel, Suica), Prostaglandina F2a
(Upjohn, Kalamazoo, Mich, EUA).
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RESULTADOS

I - EFEITOS DA AMITRIPTILINA NA PERMEABILIDADE DA
BARREIRA HEMATOENCEFALICA A FLUORESCEINA
SODICA E A ALBUMINA-I™!

1 - Fluoresceina sodica

Estudémos o efeito da administragdo i.p. de amitriptilina na taxa de
extracgdo cerebral da fluoresceina. Verificimos que, em relagdo ao controlo,
em que a taxa de extracgdo foi de 0,33+0,05%, a amitriptilina aumentou
significativamente a passagem de fluoresceina para o sistema nervoso central,
atingindo a taxa de extraccdo o valor de 0,6110,17% (tabela 1). Este efeito foi
avaliado dez minutos apds a administragdo da amitriptilina.

Fluoresceina sodica Albumina-I'*
n Taxa de extragdo (%) n Taxa de extracgdo (%)
CONT. 5 0,33 (£0.05%) 6 1,16 (£0,06%)
AML. 5 0,61 (£0,17%)* 6 1,40 (£0,10%)*

Tabela 1 - Efeito da amitriptilina (AMI), 34 mglkg, ip., sobre a
permeabilidade da barreira hematoencefdlica @ fluoresceina sddica e a
albumina-I'¥. Apresentam-se as médias aritméticas e erros padrao.

* Significativamente diferente do controlo (CONT), p<0,05 (t independente).
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2 - Albumina-1***

Para verificarmos quais os efeitos da amitriptilina sobre moléculas de
maiores dimensdes, usdmos como marcador a albumina-I'*! (30 pCi).
Calculou-se a taxa de extracgao aos trinta minutos. Esta foi significativamente
mais alta nos animais tratados, 1,401+0,10%, do que nos controlos,1,16+0,06%
(tabela 1).

II - EFEITOS DA AMITRIPTILINA NA MORFOLOGIA ULTRAS-
TRUTURAL DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Com o objectivo de investigar uma possivel alteragdo morfoldgica da
barreira hematoencefdlica, subjacente ao aumento de permeabilidade
verificado quer para a fluoresceina quer para a albumina I'*!, procedemos ao
estudo morfoldgico ultrastrutural do endotélio dos capilares do cortex cerebral
em animais controlo e animais tratados com a amitriptilina (34 mg/kg i.p.).

O efeito da amitriptilina foi avaliado dez minutos apds ter sido
administrada.

Verificou-se que o nimero de vesiculas de pinocitose foi de 1,39+0,30/

pm? nos animais controlo e de 5,55+0,70/pm? nos tratados com a amitriptilina

(figuras 4 e 5).
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Fig. 4 - Efeito da amitriptilina (AMI), 34 mglkg, i.p., sobre o niimero de

vesiculas de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais. A altura das

colunas representa as médias aritméticas e erros padrdo do niimero de

vesiculas de pinocitose quantificadas em 129 capilares de 6 ratos.

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

A excepg¢do do numero de vesiculas de pinocitose, o aspecto do endotélio

em ambos os grupos experimentais foi semelhante, ndo se tendo verificado

alteracdes de continuidade entre células vizinhas, sendo o aspecto dos espagos

interendoteliais perfeitamente normal. As jungdes apertadas, caracteristicas

do endotélio dos capilares cerebrais, estavam presentes, mantendo o aspecto

habitual (figura 5).



Fig. 5 A e B — Fotografias ultrastruturais de capilares cerebrais de um

animal controlo, A, e de um animal tratado com amitriptilina, 34 mglkg, i.p.,
B. As vesiculas de pinocitose sao escassas em A e abundantes em B (setas).
Na forografia B inseriu-se em maior ampliacdo uma jun¢do apertada. E-

célula endotelial. As barras correspondem a 1 um.
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III — EFEITOS DA AMITRIPTILINA NA PRESSAO ARTERIAL,
PaQ,, PaCO, E pH

Nio se verificaram alteragdes significativas em relagdo a situagio de
controlo na PaO, PaCO, e pH do sangue arterial 10 minutos apos a
administragdo da amitriptilina. Houve, no entanto, uma redu¢io discreta
(11%), embora estatisticamente significativa, da pressio arterial média apds
a administracido da amitriptilina (tabela 2).

n PaO,(mmHg) PaCO,(mmHg) pH PAM (mmHg)
CONT. 4 93,1 (£4,0) 432 (£1,7) 7,36 (£0,01) 111,5 (#9,0)
AMI. 4 932 (£3.4) 44,8 (£2,6) 7,36 (£0,01) 99,5 (£8,5)*

Tabela 2 - Efeito da amitriptilina (AMI), 34 mglkg, i.p., sobre os gases
do sangue arterial (PaO, e PaCO,), pH e pressdo arterial média (PAM).
Apresentam-se as médias aritméticas e erros padrdo.

*Significativamente diferente do controlo (CONT), p<0,05 (t emparelhado).

IV - EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRACEREBROVENTRI-
CULAR DE AMINAS SIMPATICOMIMETICAS SOBRE A
PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Estudou-se o efeito da administra¢do intracerebroventricular de
noradrenalina, fenilefrina e isoprenalina sobre a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica a fluoresceina sédica.

As doses usadas foram as seguintes: noradrenalina 37,5, 75, 150 e 300pg,
fenilefrina 400, 800 e 1600 pg e isoprenalina 10 pg. A noradrenalina e a
fenilefrina aumentaram, de forma dependente da dose, a permeabilidade da
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barreira hematoencefdlica a fluoresceina, enquanto que a isoprenalina nio
teve qualquer efeito (figuras 6, 7 ¢ 8).

Na situagdo de controlo o valor da taxa de extracgdo cerebral da
fluoresceina sédica foi de 0,76+0,06%.

Os valores da taxa de extracgdo obtidos com a administragao
intracerebroventricular de 37,5, 75 e 150 pg de noradrenalina foram
respectivamente de 0,811+0,11%, 1,4410,13% e 1,9240,35%. Destes, s6 0s
dois dltimos sao significativamente diferentes do controlo (figura 6).

tax. ext.%
25r
2 |
1.5 £
1k
-
0.5r
0 | | | |
CONT 37.5 75 150
n=12 n=3 n=3 n=6

Fig. 6 - Efeito da noradrenalina intracerebroveniricular, 37,5, 75 e 150
ug ou igual volume do seu dissolvente (10 ul) (CONT) na taxa de extrac¢do
cerebral de fluoresceina sédica. A altura das colunas representa as médias
aritméticas e erros padrdo de 3 a 12 experiéncias.

* Significativamente diferente do controlo, p<0,001 (t independente).
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Relativamente a fenilefrina apenas a dose de 800 pg aumentou
significativamente, em relagio ao controlo, a permeabilidade da barreira
hematoencefilica, sendo naquela situagio experimental o valor da taxa de
extracgdo cerebral da fluoresceina de 1,4240,23% (figura 7).

tax. ext. %

[

0.5

CONT 400 800
n=12 n=5 n=4

Fig. 7 - Efeito da fenilefrina intracerebroventricular, 400 e 800 ug, ou
igual volume do seu dissolvente (10 ul) (CONT), na taxa de extracgdo
cerebral de fluoresceina sédica. A altura das colunas representa as médias
aritméticas e erros padrao de 4 a 12 experiéncias.

* Significativamente diferente do controlo, p<0,05 (t independente).
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A taxa de extracgdo cerebral obtida com a administragido intra-
cerebroventricular de isoprenalina, 10 pg, foi de 0,7040,10%, ndo tendo esta
amina alterado significativamente em relagio ao controlo a permeabilidade da
barreira hematoencefilica (figura 8).

tax. ext.%
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Fig. 8 - Efeito da isoprenalina intracerebroventricular,10 ug, ou igual
volume do seu dissolvente (10 ul) (CONT), na taxa de extraccdo cerebral de
fluoresceina sédica. A altura das colunas representa as médias aritméticas
e erros padrdo de 3 a 12 experiéncias.

Com doses de 300 pg de noradrenalina ou de 1600 pg de fenilefrina os

animais morreram quase todos, pelo que ndo considerdmos esses resultados.
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V - EFEITOS DA INJECCAO INTRACEREBROVENTRICULAR DE
150pg DE NORADRENALINA NA PRESSAQ ARTERIAL, PaO,,
PaCO, E pH

Apés a injecgdo estereotdxica intracerebroventricular de 10 pl de soro
fisiol6gico ou de igual volume de solucdo de noradrenalina (150 pg) mediu-
se a pressdo arterial a seis animais, ao longo de 10 minutos. A noradrenalina
ndo aumentou significativamente a pressao arterial média (tabela 2).

A injecg¢do intracerebroventricular de noradrenalina também n#o alterou
significativamente os valores da PaO,, PaCO, e pH no sangue arterial

(tabela 2).

n Pa0, (mmHg) PaCO,(mmHg) pH PAM (mmHg)
CONT. 3 110,6 (£4,0) 43,6 (£6,7) 7,37 (£0,04) 121,6 (£10,2)
NA. 3 115,8 (x0,4) 40,6 (£2,8) 7.38 (£0,01) 1433 (x13,3)

Tabela 3 - Efeito da injecc¢ao intracerebroventricular de 10 ul de soro
fisiolégico (CONT) ou do mesmo volume de noradrenalina (NA), 150 ug,
sobre os gases do sangue arterial (PaO, e PaCO,), pH e pressdo arterial
média (PAM). Os gases de sangue foram avaliados 10 minutos apds a
injec¢do intracerebroventricular, ao passo que a PAM foi avaliada ao longo

dos 10 minutos na situagdo controlo e experimental. Apresentam-se as médias
aritméticas e erros padrdo.
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VI - EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRACEREBROVENTRI-
CULAR DE PROSTAGLANDINA F2a NA PERMEABILIDADE
DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Para esclarecermos se o efeito obtido com a noradrenalina ¢ com a
fenilefrina estava relacionado com eventual vasoconstri¢do estuddmos os
efeitos de um vasoconstritor ndo adrenérgico.

Como pode ver-se na figura 9, a prostaglandina F2¢ ndo induziu qualquer
alteragao significativa na permeabilidade da barreira hematoencefdlica, sendo
a taxa de extracgdo cerebral da fluoresceina sédica de 0,7610,06% na situagio
de controlo e de 0,84+0,12% e 0,57+0,03% ap6s a administragio intracere-
broventricular de 50 e 100pg, respectivamente, desta prostaglandina.

1.2 _tax. ext. %
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Fig. 9 - Efeito da prostaglandina F2a intracerebroventricular, 50 e 100
ug, ou igual volume do seu veiculo (10 ul) (CONT), na taxa de extracgdo
cerebral de fluoresceina sodica. A altura das colunas representa as médias

aritméticas e erros padrdao de 3 a 12 experiéncias.
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VII - EFEITO DA FENOXIBENZAMINA NAS ALTERACOES DE
PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA
INDUZIDAS PELA NORADRENALINA

Administrou-se a fenoxibenzamina, 25 mg/kg, i.p., 24 h antes da injecgdo
intracerebroventricular de 150 pg de noradrenalina.

2.5 _tax. ext. %
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Fig. 10 - Efeiro da fenoxibenzamina (PBZ) 25 mglkg, i.p., nas alteragées
da permeabilidade da barreira hematoencefdlica induzidas pela
noradrenalina (NA), 150 ug, intracerebroventricular ou igual volume do seu
dissolvente (10 ul) (CONT). A altura das colunas representa as médias
aritméticas e erros padrdo de 4 a 12 experiéncias.

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

** Significativamente diferente da NA 150 ng, p<0,001 (t independente).
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A taxa de extracgdo cerebral da fluoresceina foi de 1,92+0,35% quando
se fez a injecgdo intracerebroventricular de noradrenalina (150 pg), passando
a ser de 0,67+0,08% quando se administrou previamente a fenoxibenzamina,
valor que € semelhante ao obtido em situa¢do de controlo (0,7610,06%). Ou
seja, o bloqueador alfa preveniu completamente o aumento de permeabilidade
da barreira hematoencefdlica provocado pela dose de noradrenalina para a
qual se obtém o efeito mdximo (figura 10).

A fenoxibenzamina, quando administrada isoladamente, ndo alterou
significativamente, em relagdo a situag@o de controlo, o valor da taxa de
extrac¢do de fluoresceina (0,54+0,05%) (figura 10).

VIII — EFEITOS DA ADMINISTRACAO INTRACEREBROVENTRI-
CULAR DE NORADRENALINA SEM E COM A ADMINTIS-
TRACAOQ PREVIA DE FENOXIBENZAMINA NA MORFOL.O-
GIA ULTRASTRUTURAL DA BARREIRA HEMATO-
ENCEFALICA

Estudou-se o efeito morfolégico ultrastrutural da noradrenalina, 150 ng,
administrada no ventriculo cerebral lateral direito. Foram fotografados todos
os capilares observados nos cortes ultrafinos e fez-se a quantificagdo das
vesiculas de pinocitose no respectivo endotélio.

A tnica diferenga morfoldgica aparente entre o endotélio dos capilares
dos animais controlo e o dos tratados foi no nimero de vesiculas de pinocitose,
que foi, respectivamente, de 1,40£0,29/pm? e 4,30+0,38/pm 2 (figuras 11 e 12).
Nao se observou qualquer outra alteragdo morfolégica, nomeadamente dos
espacos interendoteliais (figura 12).

A injecgdo de fenoxibenzamina (24 horas antes da noradrenalina) redu ziu
significativamente o efeito da noradrenalina na pinocitose. Contudo, o valor
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obtido nestas condigdes, 2,9410,42 vesiculas/pm?, € ainda significativamente
superior ao do controlo (figura 11).

_ves./um2
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CONT NA PBZ+NA
n=20 n=41 n=48

Fig. 11 - Efeito da noradrenalina (NA) intracerebroventricular, 150ug,
ou de igual volume do seu dissolvente (10 ul) (CONT), sobre o niimero de
vesiculas de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais sem e com a
administra¢do prévia de fenoxibenzamina (PBZ), 25 mglkg, i.p.. A altura das
colunas representa as médias aritméticas e erros padrdo do nimero de
vesiculas de pinocitose quantificadas em 109 capilares de 6 ratos.

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

** Significativamente diferente da noradrenalina, 150 pg, p<0.001 (t independente).
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Fig. 12 A e B - Fotografias ultrastruturais de capilares cerebrais de um
animal controlo, A, e de um injectado intracerebroventricularmente com
noradrenalina, 150 ug, B. As vesiculas de pinocitose sdo escassas em A e
abundantes em B (setas ). Na fotografia B inseriu-se jun¢do apertada. E-célula

endotelial. As barras correspondem a 1 um.
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IX — EFEITO DA ADMINISTRACAQO INTRACEREBROVENTRI-
CULAR DE ISOPRENALINA NA MORFOLOGIA ULTRAS-
TRUTURAL DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Estudou-se o efeito da isoprenalina (10 pg administrados no ventriculo
cerebral lateral direito) sobre a morfologia ultrastrutural dos capilares
cerebrais.

Verificou-se que houve, nos animais tratados, um aumento significativo
de pinocitose (7,1610,76 ves/pm?*) em relagdo aos controlos (1,40£0,29 ves/
pm?), sendo esta a inica diferenga morfoldgica aparente entre o endotélio dos
capilares dos animais controlo e o dos tratados (figuras 13 e 14).

ves./um2
10 4
6 nf
4 -
2 =
g
0 : T T
CONT 1SO
n=20 n=45

Fig. 13 - Efeito da isoprenalina (ISO) intracerebroventricular, 10 ug, ou
igual volume do seu dissolvente (10 ul) (CONT), no niimero de vesiculas de
.pinocitose do endotélio dos capilares cerebrais. A altura das colunas
representa as médias aritméticas e erros padrdo do niimero de vesiculas de
pinocitose quantificadas em 65 capilares de 6 ratos.
* Significativamente diferente do controlo, p<0,001 (t independente).
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Fig. 14 A e B - Forografias ultrastruturais de capilares cerebrais de um

animal controlo, A, e de um animal injectado intracerebroventricularmente
com isoprenalina, 10 ug, B. As vesiculas de pinocitose sdo escassas em A e
abundantes em B (setas). Na fotografia B inseriu-se uma jun¢do apertada. E-

célula endotelial. As barras correspondem a 1 um.
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X - EFEITO DA ESTIMULACAO ELECTRICA DO LOCUS
COERULEUS SOBRE A PERMEABILIDADE DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA A FLUORESCEINA SODICA

Este estudo mostrou que a estimulacfo eléctrica do locus coeruleus
aumentou, de forma dependente da frequéncia, a permeabilidade da barreira

hematoencefdlica a fluoresceina sddica (figura 15).

tax. ext.%
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n=4 n=4 n=6 n=4

Fig. 15 - Efeito da estimulac¢do eléctrica do locus coeruleus com correntes
de 5, 15 e 30 Hz de frequéncia, sobre a taxa de extrac¢do cerebral de
fluoresceina sédica. A altura das colunas representa as médias aritméticas
e erros padrdo de 4 a 6 experiéncias.

* Significativamente diferente do controlo, p<0,02 (t independente).

*x Significativamente diferente de 5 Hz, p<0,005 (t independente).
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No grupo controlo a taxa de extracg¢do cerebral de fluoresceina foi de
0,27£0,01%. A estimula¢do eléctrica com frequéncia de 5Hz aumentou
significativamente a passagem de fluoresceina para o sistema nervoso central,
passando a taxa de extrac¢do a ser de 0,37+0,02%. Com a frequéncia de 15Hz
atingiu-se, provavelmente, um efeito préximo do miximo, 0,51+0,01%, pois
este valor ndo aumentou significativamente com a utilizagdo de uma
frequéncia de 30Hz- 0,5310,01%.

A administra¢do prévia de fenoxibenzamina, 10 mg/kg, i.p., antagonizou
o efeito da estimulagdo eléctrica (15 Hz) sobre a passagem de fluoresceina
sddica para o parénquima cerebral, sendo o valor da taxa de extracgao, nesta
circunstdncia, de 0,29+0,04% (figura 16).

tax. ext.%
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Fig. 16 - Efeito da fenoxibenzamina (PBZ), sobre a alterag¢ao da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica induzida pela estimulagdo
eléctrica (15 Hz) do locus coeruleus. A altura das colunas representa as
médias aritméticas e erros padrdo de 3 a 6 experiéncias.

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

** Significativamente diferente de 15 Hz, p<0,001 (t independente).
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X1 - EFEITO DO PINDOLOL SOBRE A ALTERACAO DA
PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA
INDUZIDA PELA ESTIMULACAO ELECTRICA DO LOCUS
COERULEUS

Estudou-se o efeito do pindolol na altera¢do da permeabilidade da barreira

hematoencefilica induzida pela estimulagdo eléctrica do locus coeruleus.

tax. ext.%
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Fig. 17 - Efeito do pindolol (PIND), 10 mglkg, i.p., sobre a alteragdo da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica induzida pela estimulagdo
eléctrica (5 Hz) do locus coeruleus. A altura das colunas representa as médias
aritméticas e erros padrdo de 3 a 4 experiéncias.

*Significativamente diferente do controlo, p<0,02 (t independente).
** Significativamente diferente do controlo e do pindolol (PIND), p<0,001 (tindependente).
***Sjgnificativamente diferente de 5 Hz, p<0,005 (t independente).
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Administrou-se o pindolol (10 mg/kg, i.p.) 1h antes da estimulag@o
eléctrica do locus coeruleus com uma corrente de SHz. Verificdmos que houve
uma potenciacdo significativa do efeito da estimulagdo eléctrica sobre a
passagem de fluoresceina para o sistema nervoso central, passando a taxa de
extracgdo, de 0,27+0,02% para 0,611£0,04% (figura 17).

A taxa de extraccdo cerebral da fluoresceina foi de 0,25+0,02%, quando
o pindolol foi administrado a animais nos quais ndo se estimulou
eléctricamente o locus coeruleus, nio sendo este valor significativamente
diferente do de controlo.

XII — EFEITO DA ESTIMULACAO ELECTRICA DO LOCUS
COERULEUS (15Hz) SOBRE A PRESSAO ARTERIAL,
FREQUENCIA CARDIACA, pH E GASES DO SANGUE

Fez-se o controlo da pressdo arterial, frequéncia cardiaca, pH e gases do
sangue em trés animais controlo e em trés animais submetidos a estimulagdo
eléctrica do locus coeruleus com uma corrente eléctrica de 15 Hz, frequéncia
para a qual se obteve o efeito mdximo sobre a passagem da fluoresceina
através da barreira hematoencefalica. Foram feitas vdrias medigdes da pressao
arterial e da frequéncia cardfaca ao longo dos 20 minutos de estimulagdo
eléctrica ou apenas de manutengdo do eléctrodo sem estimulagio.

Nos animais controlo os valores da pressdo arterial média e da frequéncia
cardiaca foram, respectivamente, de 132,9412,8 mmHg e de 438%20
batimentos/min e nos estimulados de 130,65£10,3 mmHg e de 499t11
batimentos/min.

Os valores destes parimetros, obtidos em medigdes efectuadas apenas
durante todos os periodos de 15 segundos de estimulagdo, foram,
respectivamente, de 134,2+13,2 mmHg e de 523114 batimentos/min (tabela

4). Verificou-se, assim, que a estimulagdo eléctrica do locus coeruleus apenas
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altera de forma significativa a frequéncia cardiaca, provocando um aumento
de cerca de 12% quando se considera globalmente todo o periodo de
estimulac@o e de 17% se se considerarem apenas os valores obtidos durante
os periodos de 15 segundos de estimulagio.

Foram também medidos os valores da PaO,, PaCO, e pH ao fim de 20
minutos em animais em que apenas foi colocado o eléctrodo e naqueles em
que foi feita a estimulagdo eléctrica. Estes parimetros ndo foram

significativamente alterados pela estimulagfo eléctrica (tabela 4).

n PAM FC Pa0, PaCO, pH
(mmHg) (bat./min) (mmHg) (mmHg)

CONT. 3 132,9£12,8 438+20 106,0£2,0 56,9+£7,0 7,37+0,01

15 Hz 3 130,6+10,3 499+11 122,6+21,4 52,2490 7.38+0,02

15Hz (ON) 3 134.2+13,2 523£14*

Tabela 4 - Efeito da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus (15 Hz)
sobre os gases do sangue arterial (PaO, e PaCO,), pH, frequéncia cardiaca
(bat./min.) e pressdo arterial média (PAM). Nos animais controlo (CONT) foi
colocado o eléctrodo durante 20 minutos, ndo se tendo procedido a
estimulag¢do eléctrica. 15 Hz(ON)-medigoes efectuadas apenas durante os

»

periodos de 15 segundos “on” ao longo dos 20 minutos de estimulagdo.
Apresentam-se as médias aritméticas e os erros padrao.

* Significativamente diferente do controlo (CONT), p<0,05 (t independente).
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XTII — EFEITO DA ESTIMULACAO ELECTRICA (15Hz) DO LOCUS
COERULEUS SOBRE A MORFOLOGIA ULTRASTRUTURAL
DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

A observagio ultrastrutural do cértex parietal mostrou que a estimulagdo
eléctrica, com correntes de 15 Hz, induziu um aumento significativo na
densidade de vesiculas de pinocitose (figuras 18 e 19), passando o seu niimero
de 3,5610,55/pm? no controlo para 9,31 £1,91/pm? nos animais estimulados.
Este aumento de pinocitose acompanhou-se, nalguns casos, de edema cerebral
perivascular (figura 20). Nio foi observada qualquer alteragdo morfoldgica
das juncdes apertadas.

Ves/uym2
12

10 T

! 1
CONT 15 Hz
n=40 n=27

Fig. 18 - Efeito da estimulagado eléctrica do locus coeruleus (15 Hz) sobre
o niimero de vesiculas de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais. A
altura das colunas representa as médias aritméticas e erros padrdo do
niimero de vesiculas de pinocitose quantificadas em 67 capilares de 6 ratos.

* Significativamente diferente do controlo, p<0,001 (t independente).
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Fig. 19 A e B - Fotografias ultrastruturais de capilares cerebrais de um
animal controlo, A, e de um animal em que se fez a estimulagdo eléctrica do
locus coeruleus (15 Hz), B. As vesiculas de pinocitose sdo escassas em A e
abundantes em B (setas). E-célula endotelial. As barras correspondem a

1 um.
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Fig. 20 - Fotografia ultrastrutural do cortex cerebral parietal direito de

um animal em que se fez a estimulagdo eléctrica do locus coeruleus. As setas
mosiram a zona de edema perivascular que, neste caso, levou ao colapso do
capilar (C). A barra corresponde a 1 um.
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XIV — CONTROLO MORFOLOGICO DAS INJECQOES NO VENTRI-
CULO CEREBRAL LATERAL DIREITO E DA COLOCACAO
DO ELECTRODO NO LOCUS COERULEUS

1 - Controlo das injecgoes no ventriculo cerebral lateral direito.

Nos dez animais em que se fez a injecgdo por estereotaxia de azul de
toluidina, este localizou-se no ventriculo lateral direito.

2 - Controlo morfolégico dalocalizacdo do eléctrodo no locus coeruleus.

Em apenas 3 dos 37 animais o eléctrodo ndo se localizou no locus coe-

ruleus. Os resultados desses 3 animais foram rejeitados.
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DISCUSSAO
I - Introducio

Antes de iniciar a discussio dos resultados parece importante fazer
algumas considerag¢des acerca de aspectos metodoldgicos relacionados com
o estudo da permeabilidade da barreira hematoencefdlica.

No entanto, embora jd fora da secgdo destinada a discutir especificamente
estes aspectos, abordarei ainda, ao comentar os resultados, alguns aspectos
metodoldgicos pontuais e especificos do estudo em causa.

Comentarei separadamente os resultados da amitriptilina, da adminis-
traciio intracerebroventricular de aminas simpaticomiméticas e da estimu-
lagdo eléctrica do locus coeruleus na permeabilidade da barreira hemato-
encefilica.

Farei de seguida uma andlise do efeito das referidas manipulagdes da
barreira hematoencefélica na morfologia ultrastrutural dos capilares cerebrais.

Serd ainda feita uma breve revisdo em que abordarei a possibilidade de
envolvimento de mecanismos adrenérgicos centrais nas alteragdes da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica subjacentes a vdrios tipos de
patologia do sistema nervoso central.

A interpretagdo global dos resultados obtidos serd apresentada na secgdo

destinada aos comentérios e conclusdes.
II - Aspectos metodologicos gerais
1 - Fluoresceina sodica

A fluoresceina sédica foi por nds utilizada em todos os estudos de
permeabilidade da barreira hematoencefdlica. Para além desta, o tnico
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marcador utilizado, embora apenas num nimero restrito de experiéncias, foi
a albumina-I'*,

A fluoresceina € um dcido dibdsico com uma baixa lipossolubilidade, com
um peso molecular de 378 e que se liga em 80% as proteinas plasmdticas. Em
situagdes fisiolgicas ndo atravessa a barreira hematoencefilica e € eliminada
sob forma inalterada pelo rim (Tervo et al. 1979; Ernest 1979). Tem sido muito
utilizada em estudos da integridade da barreira sangue-nervo 6ptico, que € em
questdes de permeabilidade sobreponivel a barreira hematoencefdlica
(Kupersmith e Shakib 1989).

O primeiro estudo em que a fluoresceina sédica foi empregue como
marcador de permeabilidade da barreira hematoencefélica foi feito por
Hoffman e Olszewski em 1961. Desde entdo tem sido referida por outros
autores como sendo um marcador muito ttil em estudos de permeabilidade
desta barreira (Tervo et al. 1979; Gulati et al. 1982; Baba et al. 1988).

O facto de, como jd foi aqui referido, ndo atravessar em circunstincias
normais a barreira hematoencefdlica, a sua toxicidade desprezivel quando
utilizada nas doses habituais, a auséncia de metabolizagdo, a existéncia de
métodos simples € muito sensiveis para o seu doseamento (espectrofo-
tofluorimetria) e ainda o seu baixo prego, foram as razdes que nos levaram a
escolher a fluoresceina sédica como marcador da permeabilidade da barreira
hematoencefdlica na maior parte dos nossos estudos.

2 - Método de estudo da permeabilidade da barreira hematoencefalica

As duas abordagens metodolégicas fundamentais para o estudo da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica sdo:

- captacdo continua

- captag@o apds primeira passagem

Relativamente & primeira, captagdo continua, hd duas grandes sub-

divisdes:
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- administragdo endo-venosa, da qual constam trés modalidades,
- andlise compartimental
- graphic analysis/multiple time-point
- single time-point analysis
- perfusdo cerebral
A segunda, captagdo apds primeira passagem, tem trés sub-divisdes
fundamentais,

- difusdo do indicador

- brain uptake index (BUI)

- injecgdo Unica/registo externo

Os métodos baseados na captagdo apés primeira passagem S3a0 pouco
sensiveis, pois a permeabilidade é determinada apés tempos de captagio
cerebral muito curtos (5 a 15 segundos), destinando-se a estudos em que se
usam marcadores que passam muito facilmente para o sistema nervoso central
(Smith 1989). Estes métodos sdo inadequados para substincias do tipo da
fluoresceina, que tém coeficientes de permeabilidade muito baixos.
Excluimos, consequentemente, para o nosso estudo este tipo de métodos de
avaliagdo de permeabilidade da barreira hematoencefélica.

Os métodos baseados na captagido continua sdo cerca de 100 vezes mais
sensiveis do que os anteriores (Smith et al. 1984).

A perfusdo cerebral (Takasato et al. 1984), técnica de captacdo continua,
ndo se nos afigurou vantajosa. Embora ndo seja excessivamente complexa,
tem o inconveniente de, mesmo com o0 uso de liquidos de perfusdo altamente
nutritivos, ndo garantir a viabilidade funcional do cérebro por periodos
superiores a poucos minutos e portanto mais curtos do que os que usamos nas
nossas experiéncias. A principal vantagem desta técnica € a manutengao da
constincia da composic¢io do meio perfusor (Smith e Takasato 1986).

A andlise compartimental, um método de captagdo continua e que estd
englobado no sub-grupo das técnicas de administragio endovenosa, foi
inicialmente descrita por Davson (1955). E especialmente adequada para o
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estudo da permeabilidade da barreira hematoencefdlica no Homem, usando a
tomografia de emissdo de positrdes (Bradbury 1979). Este método tem sérias
limitagGes quando aplicado a pequenos animais, dado o facto de ser necessério
o cdlculo do coeficiente de influxo, coeficiente de efluxo, fluxo sanguineo
cerebral e volume de sangue intracerebral. O niimero de animais necessdrios
€ enorme, tornando-se um processo muito dispendioso e moroso (Smith
1989). Estas limitagdes podem ser ultrapassadas no caso de se usarem grandes
animais em que € possivel a execugdo da tomografia de emissdo de positrdes
ou a tomografia simples de emissdo de fotdes.

O graphic analysis/multiple time-point tem vantagens em relagdo ao
método anteriormente referido. Ndo requer cdlculos relativos a distribuigdo
intracerebral do marcador ou do volume vascular cerebral ¢ o nimero de
animais necessdrio € muito menor do que no método de andlise
compartimental. Quando a concentragdo plasmdtica do marcador é mantida
constante, o cdlculo do coeficiente de influxo unidireccional para o cérebro
ou taxa de extracgo cerebral, (Kin), € dado pelo valor da inclinagio da porgao
linear da curva de captagdo cerebral do marcador. No eixo das ordenadas
colocam-se os quocientes da quantidade de marcador existente no cérebro pela
sua concentragdo plasmdtica ao fim de vdrios tempos e no eixo das abcissas
colocam-se os respectivos tempos. A ordenada na origem da porgdo linear da
referida curva de captag@o dd o valor de Vp.

q(tot) T/Cp=kinT+Vp
q(tot)T-quantidade total no cérebro ao fim do tempo T
Cp-concentragiio do marcador no plasma

Vp-volume do plasma no compartimento vascular cerebral

Uma vez conhecido o kin pode calcular-se o produto permeabili-
dade-superficie (PS) de acordo com a férmula que os relaciona.
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Os inconvenientes deste método sdo:
- possibilidade de erros devidos a metabolizagdo do marcador
- tendéncia A sub-valoriza¢do do kin por dificuldade de determinagdo da
por¢do linear do grifico
- necessidade de manutengio de concentragdes plasmadticas constantes
do marcador

A single time-point analysis é a mais simples de todas as variantes do
método de administragdo e.v. para medi¢do da permeabilidade da barreira
hematoencefilica. Este método foi desenvolvido por Rapoport et al. em 1979.
E especialmente itil em pequenos animais pois a captagdo cerebral pode ser
medida em apenas um ponto no tempo em cada animal. Portanto esta € a inica
versdo dos métodos de administra¢do e.v. que permite, em animais pequenos,
obter um quociente de permeabilidade em apenas um animal. Esta
propriedade, juntamente com a simplicidade e flexibilidade da técnica,
fizeram dela o principal método de estudo do transporte cerebrovascular em
pequenos animais (Smith 1989). Tem ainda a vantagem de que a concentragao
plasmdtica do marcador nio tem que ser mantida constante.

A férmula para obtengdo do kin por este processo foi j4 apresentada na
seccdo referente ao material € métodos.

As principais causas de erro do método de single time-point analysis sao:

- erros no cdlculo da quantidade de marcador que permaneceu no
compartimento intravascular cerebral.

- 0 assumir-se um refluxo cérebro-sangue desprezivel em situagdes em
que este seja significativo.

Quanto & primeira causa de erro, nas nossas condig¢des experimentais ndo
existe, pois pelas razdes jd apontadas em “Material e Métodos” foi possivel
fazer-se a lavagem do compartimento intravascular.

A possibilidade de refluxo cérebro-sangue ndo €, no nosso modelo,
significativa pois nos varios tempos emque captagdo cerebral foi estudada ndo

se verificou diminuig@o da relag@o q(tot)/cp sendo esta igual aos 10 € aos 35
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minutos. Nunca foram utilizados, nos nossos estudos, tempos de captagdo
superiores a 30 minutos. Segundo Smith (1989), este dado permite excluir a
possibilidade de um refluxo importante. Alids, a possibilidade de refluxo
cérebro/sangue pde-se com especial relevincia quando sdo usados marcadores
francamente lipossoliveis (Fenstermacher, 1989).

Em estudo recente, Hatashita e Hoff (1990) referem que o kin € um indice
perfeitamente adequado ao estudo de alteragdes relativas de permeabilidade

em vdrias condigdes experimentais.
3 - Produto permeabilidade.superficie (PS) e fluxo sanguineo cerebral.
Uma vez conhecido o kin, pode obter-se o PS usando a seguinte férmula:

PS=-vF In(1-kin/vF)
v -volume de distribui¢do fraccional do marcador no sangue
F -fluxo sanguineo cerebral

S -superficie dos capilares perfundidos

O PS (produto permeabilidade.superficie) tem em conta nio sé a
permeabilidade dos capilares como também a superficie de capilares
perfundidos. O valor de S depende, fundamentalmente, do fluxo sanguineo
cerebral. Quando os valores do fluxo s@o altos poderd ser maior o niimero de
capilares perfundidos.

No nosso estudo usdmos como indice de permeabilidade o kin e ndo
entrdmos em linha de conta com o PS.

Foram vdrios os motivos que nos permitiram abdicar do seu célculo:

12 O fluxo sanguineo cerebral afecta a passagem para o sistema nervoso
central, principalmente de substincias que penetram muito facilmente através
da barreira hematoencefdlica.

Para uma substincia que penetra muito mal através da barreira
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hematoencefidlica, cujo coeficiente de influxo unidireccional para o cérebro
(kin) €, por conseguinte, muito baixo, a razdo kin/fluxo sanguineo cerebral
— 0. Nesta situac@o o kin— PS, ou seja o valor do coeficiente de influxo
unidireccional para o cérebro (kin) ou taxa de extracgdo cerebral € semelhante
ao produto permeabilidade/superficie. (Fenstermacher 1989; Smith 1989).

Dada a baixa penetragdo da fluoresceina pareceu-nos legitimo aplicar-lhe
estas consideragoes.

22 O fluxo sanguineo cerebral e o niimero de capilares perfundidos podem
variar com a pressio arterial.

Sabe-se que, no Rato, para valores da pressdo arterial média
compreendidos entre os 60 e os 180 a 200 mm de Hg, os mecanismos de
autorregulacdo mantém o fluxo sanguineo cerebral inalterado (Rapoport e
Thompson 1975; Edvinsson et al. 1976). Acima destes valores € excedido o
limite superior de autorregulagdo, isto €, a vasoconstri¢do torna-se insuficiente
para impedir o aumento de fluxo provocado por pressoes de perfusdo muito
elevadas (Edvinsson e Mackenzie 1977).

Nunca nas nossas diversas situagdes experimentais os valores tensionais
excederam estes limites.

32 O aumento da superficie de capilares perfundidos de uma situagdo
controlo para uma situagdo experimental far-se-fa através do recrutamento de
capilares que estariam numa situa¢io de reserva. Segundo estudos recentes
(Bradbury 1989; Gobel et al. 1991), o Rato n@o tem reserva cerebral de
capilares.

42 Caso haja aumento de fluxo sem que haja um aumento do nimero de
capilares perfundidos aquele ndo iria influenciar a quantidade de uma
substdncia captada por um processo como a pinocitose. Esta é fundamental-
mente influenciada pela sua concentragdo no sangue.

5° Em nenhuma das situagbes experimentais se verificou qualquer
aumento significativo da PaCO,. Esta influencia decisivamente o fluxo

sanguineo cerebral pois o seu aumento compromete 0s mecanismos de
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autorregulagdo. Valores da PaCO, superiores a 60 mmHg fazem com que
varigBes tensionais ligeiras alterem significativamente o fluxo sanguineo
cerebral (Skinho e Paulson 1969; Harper ¢ McCulloch 1985).

IIT - Discussao dos resultados

1 - Efeitos da amitriptilina na permeabilidade da barreira hemato-
encefalica.

Para além do efeito inibidor da recaptacdo neuronial da noradrenalina
(Ross e Reny 1967), a amitriptilina tem varios outros efeitos a nivel do sistema
nervoso central, nomeadamente refor¢o de mecanismos serotoninicos
(Carlsson 1970) e efeito anticolinérgico (Snyder € Yamamura 1977) e anti-
histaminico (Richelson 1978). Preskorn et al. (1980) demonstraram que a
amitriptilina aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefélica a dgua
tritiada. Em estudo ulterior, Preskorn et al. (1982a) verificaram também que
os efeitos da amitriptilina se mantém mesmo aquando do tratamento prévio
com agentes anti-serotoninicos e que fdrmacos anticolinérgicos e anti-his-
taminicos ndo t€m qualquer influéncia na permeabilidade da barreira hema-
toencefdlica a dgua.

Assumindo, com base nos resultados acabados de referir, embora com as
devidas reservas, que o efeito da amitriptilina na permeabilidade da barreira
hematoencefdlica € realmente um efeito adrenérgico, tentdmos esclarecer qual
a alteragdo da barreira hematoencefdlica responsdvel por este aumento de
permeabilidade.

Em estudo prévio realizado no nosso Laboratério, Azevedo et al. (1984),
demonstraram que a noradrenalina aumentava a pinocitose no endotélio de
artérias mesentéricas de Cdo. Este facto sugeriu-nos a hipdtese de que a

amitriptilina, pelos seus efeitos adrenérgicos centrais, actuasse na barreira
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hematoencefdlica por aumento da pinocitose.

Com um protocolo semelhante ao de Preskorn et al. (1980, 1932a),
usdmos como marcador de permeabilidade da barreira hematoencefdlica, em
vez da dgua tritiada, a albumina-I'*. Moléculas com as caracteristicas €
dimensGes da albumina s6 poderio penetrar através da barreira
hematoencefdlica, em que as jungdes apertadas estejam integras, por
transporte transcelular (Pappas 1970; Cervds-Navarro et al. 1988).

Sd0 numerosas as situagdes de permeabilidade anormalmente elevada em
que o transporte por pinocitose de albumina ou de peroxidase do rdbano para
o sistema nervoso central foi demonstrado. Isto verificou-se em vdrios
modelos experimentais de aumento de permeabilidade da barreira
hematoencefdlica tais como meningite (Quagliarello et al. 1986; Tunkel e
Scheld 1989; Tunkel et al. 1990), hipertensdo arterial (Westergaard et al.
1977; Johansson et al. 1982; Nag 1984, 1986), isquemia cerebral (Zaren et al.
1970; Liu 1988; Bolwig 1989), convulsdes (Lorenzo et al. 1972, 1975; Nitsch
et al. 1986; Bolwig 1989) e edema cerebral pés-traumdtico (Osterholm et al.
1969; Beggs e Waggener 1976)

Para além de termos verificado que a amitriptilina aumentou a permea-
bilidade da barreira hematoencefilica 4 albumina, os estudos de morfologia
ultrastrutural, mostraram que este firmaco aumentou também marcadamente
a pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais. Os restantes aspectos morfo-

16gicos da barreira eram semelhantes aos dos controlos.

Concluimos que o aumento da permeabilidade da barreira hemato-
encefdlica induzido pela amitriptilina foi provavelmente mediado por um
aumento de pinocitose.

A albumina-I'"' ¢ um marcador de permeabilidade da barreira hemato-
encefdlica amplamente estudado e bastante adequado a estudos de permea-
bilidade do endotélio dos capilares cerebrais a macromoléculas. No entanto
tem alguns inconvenientes, entre os quais o seu elevado custo. Tem ainda, na

nossa circunstincia particular, a limitagio de, para o doseamento da
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radiactividade, termos que recorrer a um contador gama, do qual nao dispomos
actualmente no nosso Laboratdrio.

Foram estas algumas das motiva¢gdes que nos levaram a, usando um
modelo experimental idéntico, substituir a albumina-I**! pela fluoresceina
sddica, embora esta, pelo tamanho da sua molécula, nio possa ser considerada
como um marcador especifico de pinocitose.

O facto de, nas principais situagdes em que se induziu aumentos da
permeabilidade da barreira hematoencefélica a fluoresceina, se ter verificado
concomitantemente um aumento de pinocitose nos capilares cerebrais sugere,
embora ndo prove, o seu envolvimento no transporte da fluoresceina para o
sistema nervoso central.

Comparando os efeitos da amitriptilina sobre a passagem destes dois
marcadores para o sistema nervoso central, verifica-se que enquanto a taxa de
extrac¢do cerebral da albumina aumenta de 1,16% para 1,40%, a da
fluoresceina passa de 0,33% para 0,61%. O aumento da taxa de extrac¢io em
relagdo aos respectivos controlos foi de cerca de 20% para albumina-I'*
enquanto que para a fluoresceina sédica foi de 85%.

Nédo € provdvel que a amitriptilina provoque um aumento maior da
passagem de fluoresceina para o sistema nervoso central do que de albumina
porque, na observagdo morfolégica da barreira hematoencefilica, ndo se
visualizaram alteragdes das jungdes apertadas ou de quaisquer outras
estruturas, para além dum aumento de pinocitose, que pudessem constituir
uma via alternativa para a passagem da fluoresceina. A explicagdo para esta
diferenga pode residir no facto da quantidade de albumina ter sido sobre-
valorizada na situagdo de controlo e sub-valorizada nos animais tratados.

A taxa de extracg@o de aproximadamente 1% nos controlos € semelhante
a obtida por outros autores quando usam protocolos em que, tal como no nosso
caso, ndo foi feita a lavagem do compartimento intravascular para remogao
da radiactividade residual (Amtorp 1976). Este valor é, em grande parte,
reflexo da albumina que permaneceu no compartimento intravascular.
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Quando € feita a lavagem, obtém-se taxas de extrac¢do de cerca de 0,2%
(Chiueh et al. 1978; Hansson e Johansson 1979), valor semelhante ao que
obtivemos com a fluoresceina.

O facto de ndo termos feito a lavagem, por perfusdo, do compartimento
intravascular cerebral deveu-se a termos seguido o protocolo de Amtorp
(1976), que se adequava ao estudo que pretendiamos efectuar e que nao previa
a lavagem.

O valor de 1,4% da taxa de extracgio cerebral da albumina-I'*! poder4 ter
sido calculado por defeito. Parte da albumina, que por efeito da amitriptilina,
passou para o sistema nervoso central pode ter sido removida rapidamente. Em
ratos em que se induziram convulsdes pelo pentetrazol, Lorenzo et al. (1972)
verificaram que a quantidade de albumina-I'3! que entrou para o cérebro
diminuiu muito rapidamente apds a cessagdo das convulsdes. Esta diminuigdo
foi atribuida ndo s6 a sua possivel metabolizagdo no cérebro como também,
¢ fundamentalmente, a4 sua remogdo para o sangue contra gradiente de
concentragio.

2 - Efeitos da administracdo intracerebroventricular de aminas simpa-
ticomiméticas na permeabilidade da barreira hematoencefilica

O uso de amitriptilina como forma de estudar a influéncia de mecanismos
adrenérgicos centrais na permeabilidade da barreira hematoencefilica tem
limitag6es importantes. Embora o seu uso nos tenha dado informagdes uteis,
para prosseguirmos foi-nos necessdrio o recurso a métodos de estudo mais
directos e cujos resultados pudessem ser mais facilmente interpretados.

Optdmos pela administracdo estereotdxica intracerebroventricular de
catecolaminas, pois a barreira hematoencefdlica € particularmente eficaz
relativamente 4 prevencdo da penetracio de catecolaminas no sistema nervoso
central (Weil-Malherbe et al. 1959; Bertler et al. 1966; Olendorf 1971;
Mrsulja e Djuricic 1980; Hardebo 1980 et al). O endotélio dos capilares
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cerebrais constitui uma verdadeira barreira enzimdtica a4 passagem de
neurotransmissores da periferia para o sistema nervoso central. Estas células
$30 muito ricas em vdrias enzimas nomeadamente em MAQO, COMT e dopa-
descarboxilase (Mrsulja e Djuricic 1980; Hardebo et al. 1980).

O que pretendemos ao estabelecer este protocolo, foi estudar o efeito de
agonistas adrenérgicos no endotélio dos capilares cerebrais, permitindo que
contactassem com 0s capilares pelo seu lado abluminal, na tentativa de
simularmos o que se passa com o neurotransmissor libertado pelos nervos
centrais.

Qualquer substincia administrada no liquor pode difundir para o
intersticio cerebral (Dunker et al. 1976; Fenstermacher e Patlak 1977; Smith
e Rapoport 1984; Spector e Eells 1984), pois quer a pia mater que reveste a
superficie cerebral quer a membrana ependimdria que reveste os ventriculos
ndo constituem qualquer tipo de barreira (Levin et al. 1970; Patlak e
Fenstermacher 1975; Fenstermacher e Patlak 1977).

Entre as células cerebrais existem “canais” com cerca de 200 A que
facilitam a difusdo de substdncias através do intersticio (Brightman 1965).
Esta ¢ fundamentalmente limitada por processos de metabolizagdo e de
captagdo celular.

Estudos de microinjec¢@o de vérias substancias no parénquima cerebral
mostram que a sua difus@o nio € uniforme; esta vai dar-se preferencialmente
para os espacos perivasculares (Cserr et al. 1981; Rennels et al. 1985). Sempre
que se estudam efeitos no parénquima cerebral de firmacos injectados no
liquor, as amostras de tecido cerebral devem ser colhidas o mais préximo
possivel do local em que o farmaco foi injectado (Spector ¢ Eells 1984). Este
foi um dos motivos pelo qual o fragmento de cértex obtido nas nossas
experiéncias se situava na posi¢do imediatamente dorsal ao ventriculo lateral
direito, local em que foi injectado o fdrmaco em estudo, tendo-se tido, no
entanto, o cuidado de rejeitar a zona em que foi feito o orificio da injec¢do
estereotdxica.
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Dada a eficicia, rapidez e magnitude com que € inactivada (Loizou 1970,
Korf et al. 1973b), atendendo-se ao facto de ndo terem sido usados inibidores
da captagdo neuronial ou da metabolizagdo, optdmos pelo uso de doses altas
de noradrenalina e tempos de actuagio curtos (10 minutos).

Nio nos parece estranho que para a obtencdo do efeito mdximo tenham
sido necessdrias doses de noradrenalina de 150 pg. Uma revisdo da literatura
mostra-nos que sempre que se recorre a administragdo intracerebroventricular
de noradrenalina as doses sdo bastante elevadas. Por exemplo, para o estudo
de vdrios tipos de efeitos farmacoldgicos Haley e McCormick (1956)
administraram 10 pg de adrenalina no ventriculo lateral do Ratinho (peso 20
a 25g). Sparkes e Spencer (1971) administraramm 80 pg de noradrenalina no
ventriculo cerebral lateral do Rato consciente, para estudo da possivel
interacgdo com o efeito antinociceptivo da morfina, sendo a uUnica alteracdo
descrita uma hiperestesia da qual o animal recuperou rapidamente. Philippu
et al. (1971), para avaliarem possiveis efeitos cardiovasculares centrais da
noradrenalina, no Gato, fizeram uma perfusdo com doses de noradrenalina que
iam de 2 a 4x10? M, durante 20 min, a um ritmo de 0,15 ml/min (a dose total
foi de 1 a 2 mg), tendo inibido previamente a COMT e a MAO. Com a dose
de 2x10* M obtiveram apenas uma elevagdo tensional ligeira ndo superior a
15 mmHg. Share e Melville (1963), com a administragdo de 80 pg de
noradrenalina i.c.v. ao Gato, ndo obtém para além de uma bradicardia outras
alteragOes cardiovasculares significativas. Rosendorf (1972) e Mitchell et al.
(1975) para estudarem o efeito da noradrenalina sobre o fluxo sanguineo nas
arteriolas intracerebrais injectaram no tdlamo do coelho doses de 1 a 200 pg
desta amina.

Tempos superiores a 10 minutos aumentam a probabilidade de
inactivagdo total da noradrenalina (Korf et al., 1973b). Por outro lado, o tempo
necessario para o transporte das lipoproteinas de alta densidade (HDL) atraves
do endotélio dos capilares cerebrais é de 5 minutos (Vasile et al. 1983).

Portanto optdmos por 10 minutos para avaliar a passagem de fluoresceina para
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o cérebro apés a administragdo intracerebroventricular da amina. E provivel
que ap6és a administragdo intracerebroventricular o farmaco atinja, por difusdo
através do intersticio cerebral, o lado abluminal do endotélio dos capilares
cerebrais.

Os receptores adrenérgicos alfa e beta, que foram descritos em
preparagdes de capilares isolados, situam-se provavelmente no lado abluminal
da membrana (Peroutka et al. 1980; Harik et al. 1980; Kobayashi et al. 1981,
1982, 1985). Na realidade a presenc¢a de uma inervagdo adrenérgica central
nos microvasos cerebrais (Hartman 1973; Edvinsson et al. 1973; Rennels e
Nelson 1975; Swansson et al. 1977) e a existéncia de adenilciclase no lado
abluminal da membrana das células endoteliais dos capilares cerebrais (Herbst
et al. 1979; Nathanson e Glaser 1979), sio evidéncias a favor da localizagdo
dos receptores adrenérgicos no lado abluminal dos microvasos cerebrais.

A célula endotelial dos capilares cerebrais €, sob o ponto de vista
enzimdtico, marcadamente assimétrica. Por exemplo, a ATPase activada pelo
Na*-K* existe apenas no lado abluminal destas células (Betz et al. 1980;
Mrsulja et al. 1984).

O facto de verificarmos que agonistas alfa, noradrenalina e fenilefrina,
quando administrados por via intracerebroventricular, provocam um aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefélica, dependente da dose, sendo
este efeito bloqueado pela fenoxibenzamina, € altamente sugestivo da media-
¢ao daquele efeito por receptores.

O aumento de permeabilidade da barreira hematoencefélica foi acompa-
nhado por um aumento significativo da pinocitose no endotélio dos capilares
cerebrais. Este efeito foi parcialmente bloqueado pela fenoxibenzamina. Estes
resultados, juntamente com os obtidos por J60 (1971) e Jéo et al. (1975, 1983),
que verificaram que o AMPc e o dibutiril GMPc aumentam a pinocitose no
endotélio dos capilares cerebrais €, por Azevedo et al. (1984), que demons-
traram que a noradrenalina aumenta a pinocitose em vasos periféricos de Cao,
reforcam a hipétese de que haja um contributo adrenérgico na modulagdo da

pinocitose.
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Outro aspecto que merece reflexdo € o facto de a administragao intra-
cerebroventricular dos farmacos utilizados poder alterar o fluxo sanguineo
cerebral. Desta alteragdo poderiam resultar modificagoes da taxa de extracgdo
cerebral da fluoresceina, independentes de alteragdes da permeabilidade dos
capilares cerebrais. No entanto, como j4 foi discutido anteriormente, a
passagem de marcadores com as caracteristicas da fluoresceina sédica, através
da barreira hematoencefdlica, € pouco afectada pelo fluxo sanguineo cerebral
(Smith 1989; Fenstermacher 1989). Por outro lado, Preskorn et al. (1982b)
referem que a amitriptilina na dose de 7 mg/kg, e.v., ndo afecta o fluxo
sanguineo cerebral, embora tenham verificado que a administragdo
subsequente de uma dose idéntica o diminui. Este pode, no entanto, ser
aumentado pela administragdo central de noradrenalina (Edvinsson e
Mackenzie 1977) e de isoprenalina (Wahl et al. 1974) e diminuido pela
estimulagdo eléctrica do locus coeruleus (Raichle et al. 1975, 1976; Katayama
et al. 1981).

Os nossos trabalhos mostram que, quer a amitriptilina, quer a noradre-
nalina quer a estimulagdo eléctrica, aumentam a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica a fluoresceina sddica apesar dos seus efeitos sobre o fluxo
sanguineo cerebral poderem ser opostos. A administragdo central de
noradrenalina ou de isoprenalina aumenta o fluxo sanguineo cerebral; no
entanto, apenas a noradrenalina aumenta a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica a fluoresceina sédica. Estes factos sugerem que as
alteragdes do fluxo sanguineo cerebral, a ocorrerem nas nossas situagoes
experimentais, ndo sdo a principal condicionante das alteragOes da taxa de
extracgdo cerebral da fluoresceina.

Ainda no sentido de afastarmos a possibilidade dos nossos resultados
estarem fundamentalmente dependentes de alteragdes do fluxo sanguineo
cerebral, administrdmos por via intracerebroventricular um vasoconstritor ndo
adrenérgico. Para tal utilizdmos a prostaglandina F2a. em duas doses
diferentes, 50 e 100 pg. Em nenhuma das doses esta substincia alterou
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significativamente a permeabilidade da barreira hematoencefilica. Isto
permitiu-nos afastar a hipétese de que um eventual efeito vasoconstritor
pudesse ser o responsdvel pelas alteragdes da permeabilidade verificadas com
0 uso de agonistas adrenérgicos alfa.

3 - Efeitos da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus sobre a permea-
bilidade da barreira hematoencefdlica

Para esclarecermos qual o significado funcional dos resultados obtidos
com a administragdo intracerebroventricular de aminas simpaticomiméticas
procedemos a estudos de estimulagdo eléctrica do locus coeruleus.

O locus coeruleus é o principal nicleo adrenérgico em vdrias espécies
animais, inclusivamente no Rato. Dele partem neurdnios eferentes exclusi-
vamente noradrenérgicos, para vdrias zonas do sistema nervoso central,
nomeadamente para o cértex cerebral (Dahlstrom e Fuxe 1964; Loizou 1969;
Ungerstedt 1971). H4 evidéncias morfoldgicas e funcionais de que estes
neurdnios inervam os capilares cerebrais (Hartman 1973; Edvinsson et al.
1973; Rennels e Nelson 1975; Swansson e Connelly 1977).

Verificimos que a estimulagio eléctrica do locus coeruleus aumentou
significativamente, e de forma dependente da frequéncia da corrente de
estimulagdo, a permeabilidade da barreira hematoencefdlica a fluoresceina
sodica. Tal como aconteceu com o efeito da noradrenalina intracerebro-
ventricular, também neste caso a fenoxibenzamina bloqueou completamente
o efeito mdximo da estimulagdo eléctrica.

O facto da administragdo central de isoprenalina ndo ter tido qualquer
efeito sobre o transporte de fluoresceina para o sistema nervoso central e,
paradoxalmente, ter aumentado marcadamente o nimero de vesiculas de
pinocitose no endotélio dos capilares, sugeriu-nos a hipétese de que a
estimulagdo beta pudesse ter efeitos contrdrios aos da estimulagio dos
receptores alfa em relagdo a pinocitose/transporte no endotélio dos capilares

cerebrais.
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Para testarmos esta hipétese, decidimos estudar qual o efeito da adminis-
tra¢do de um bloqueador beta préviamente a estimulacgdo eléctrica.

Usdmos o pindolol por atravessar facilmente a barreira hematoenceféilica
e por ser um bloqueador beta ndo selectivo (Ablad et al. 1976). Esta inespeci-
ficidade interessava-nos numa primeira abordagem uma vez que estdo
descritos os dois sub-tipos de receptor beta no endotélio dos capilares
cerebrais (Kobayashi et al. 1981).

Verificdmos que este bloqueador potenciou significativamente o efeito da
estimulagdo com correntes de 5 Hz, a frequéncia mais baixa para a qual se
obtinha aumento significativo da taxa de extracgfo cerebral da fluoresceina
em relag@o ao controlo. Neste caso, a permeabilidade passou a ser semelhante
a obtida com correntes de 15 e 30 Hz.

A injecc@o intracerebral de doses baixas de noradrenalina tem um efeito
agonista predominantemente nos receptores beta vasculares, passando o seu
efeito a ser fundamentalmente mediado por adrenoceptores alfa quando se
aumenta a quantidade de noradrenalina injectada (Rosendorff 1972; Mitchell
etal. 1975).

Estudos de Graham e Aghajanian (1971) referem que a frequéncia
espontdnea de descarga do locus coeruleus é de 2 Hz. Ao usarmos frequéncias
de 5 Hz, embora a resultante do estimulo seja de tipo alfa (pois hd um aumento
da permeabilidade da barreira hematoencefilica), a componente beta da
resposta pode assumir uma importincia ainda relativamente grande. Daf que
a influéncia resultante do bloqueio beta nestas circunstincias seja claramente
mensurdvel, assumindo provavelmente maior importancia relativa do que se
se usassem frequéncias mais altas.

Korf et al. (1973a, 1973b) demonstraram que a estimulagio eléctrica do
locus coeruleus aumenta, de forma dependente da frequéncia, a libertagdo da
noradrenalina no cortex ipsilateral do Rato. O efeito mdximo verificou-se para
frequéncias de 20 Hz e o nivel do sulfato de 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol
(MHPG) atingiu um estado de equilibrio, com um valor 80% superior ao do
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hemisfério contralateral, ao fim de 15 minutos de estimulagdo. Quando
inibiam previamente a sintese de noradrenalina, os autores verificaram que
estimulando o locus coeruleus com uma corrente de 30 Hz o seu nivel
diminuia em duas fases, sendo a taxa de diminui¢gdo nos primeiros dois
minutos (primeira fase) 10 vezes superior a da segunda fase (até aos trinta
minutos). Os autores concluiram que o nivel de noradrenalina no cértex
cerebral depende do fluxo do impulso nervoso através das fibras adrenérgicas
(Korf et al. 1973a, 1973b).

Concluimos pois que a estimulago eléctrica do locus coeruleus aumenta
a permeabilidade da barreira hematoencefdlica, sendo este efeito mediado por
receptores adrenérgicos alfa. A estimulagfo beta terd, provavelmente, um
efeito oposto.

Os efeitos cardiovasculares da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus
permanecem mal esclarecidos. A proximidade anatémica entre o locus coer-
uleus e estruturas implicadas na regulagio cardiovascular central (Mraovitch
et al. 1982, 1985; Bandler et al. 1991) torna dificil este tipo de estudos, mas
0 locus coeruleus nio parece estar primariamente implicado no controlo
cardiovascular (Ward e Gunn 1976).

A estimulagao eléctrica do locus coeruleus provoca, no Gato, subidas
tensionais significativas (cerca de 40 mm de Hg) apenas quando se usam
correntes de intensidade compreendida entre os 200 € 0s 800 pA e frequéncias
de 50 Hz (Ward e Gunn 1976).

Raichle et al. (1975), ao estimularem electricamente o locus coeruleus,
verificaram uma diminui¢do do fluxo sanguineo cerebral. Se aquela
estimulag@o provocasse uma subida tensional considerdvel que excedesse o
limite superior de autorregulago, o fluxo ndo diminuiria, mas pelo contrdrio,
aumentaria.

As caracteristicas da corrente por nés utilizada, 50 pA e uma frequéncia
mdxima de 30 Hz, diminuem a probabilidade de estimulagdo de outras
estruturas para além do locus coeruleus.
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No entanto o facto mais importante no sentido de excluir o aumento da
pressdo arterial como sendo responsdvel pelo aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefdlica decorrente da estimulagio eléctrica do locus
coeruleus foi o de que a medigdo da pressdo arterial que efectudmos durante
todo o periodo de estimulagdo ter mostrado que esta ndo foi significativamente
diferente da dos animais controlo durante o mesmo periodo de tempo, nunca
excedendo os limites superiores de autorregulagdo. Estes s3o excedidos
quando a pressdo arterial média ultrapassa os 180 a 200 mmHg (Rapoport e
Thompson 1975; Edvinsson et al. 1976).

Como j4 foi oportunamente referido, o controlo das experiéncias de
estimulagdo eléctrica consistiu na colocagdo do eléctrodo no locus coeruleus
durante o mesmo tempo que foi utilizado nas situagbes em que a estimulagao
foi efectuada. A este propdsito merece ser comentado o facto de que o valor
da taxa de extracgdo cerebral da fluoresceina obtido na situagdo controlo foi
de 0,27%. Este valor contrasta com o valor da taxa de extracgdo cerebral de
fluoresceina encontrado nas experiéncias de injecgdo estereotdxica
intracerebroventricular, na situagdo de controlo, (0,76%). A explicagdo para
tal discrepdncia advém, muito provavelmente, do facto de que nas
experiéncias de estimulagdo eléctrica do locus coeruleus a craneotomia para
introdugdo do eléctrodo ter sido feita a uma distdncia consideravelmente
maior da zona de onde se colheu a amostra de tecido para doseamento do
marcador do que nas situagdes de injecgdo intracerebroventricular. Nestas,
embora se tenha tido o cuidado de obter a amostra de tecido de forma a que
fosse evitado o local da injecgdo, a distincia entre os dois locais foi pequena,
pois a administragdo do fdrmaco ou do seu dissolvente fez-se no ventriculo
lateral direito e o local de doseamento do marcador foi o cértex parietal do
mesmo lado. Estd de acordo com esta hipétese explicativa a semelhanga dos
valores obtidos no controlo das situagdes experimentais destinadas ao estudo
dos efeitos da amitriptilina na permeabilidade da barreira hematoencefilica a

fluoresceina sédica, em que ndo se fez craneotomia, € no controlo da



92 Discussdo

estimulagdo eléctrica. O traumatismo local, mecanico e térmico, resultante da
craneotomia pode, de alguma forma, ter afectado a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica na zona circundante.

4 - Estudo morfologico ultrastrutural

A escassez de pinocitose, em circunstincias normais, € uma caracteristica
fundamental da barreira hematoencefilica (Cervés-Navarro 1963). No
entanto, sob determinadas influéncias experimentais ou patolégicas verifica-
se um aumento acentuado de pinocitose no endotélio dos capilares,
acompanhado de um aumento de transporte de macromoléculas. Portanto, o
sistema de transporte de macromoléculas nio deverd ser considerado
inexistente mas sim inactivo ou suprimido em circunstancias normais.

Dos resultados das nossas experiéncias concluimos que os agonistas
adrenérgicos alfa, quando administrados por via intracerebroventricular,
aumentam a actividade de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais.

No caso da administragio i.p. de amitriptilina, intracerebroventricular de
noradrenalina e da estimulagdo eléctrica do locus coeruleus, o aumento da
pinocitose foi acompanhado por um aumento de permeabilidade da barreira
hematoencefdlica. O facto de ndo termos observado quaisquer outras
alteragdes morfoldgicas no endotélio dos capilares cerebrais que pudessem
explicar a passagem dos marcadores por nés utilizados para o sistema nervoso
central, sugere que a pinocitose esteve implicada no transporte transcelular.

H4 modelos patolégicos experimentais € mesmo situagdes patoldgicas em
que a permeabilidade da barreira hematoencefilica estd aumentada, sendo a
nica alteragao morfoldgica observada um aumento acentuado de vesiculas de
pinocitose. Constituem exemplos disto, os vérios tipos de edema cerebral
desde o pés-traumdtico (Beggs e Waggener 1976; Osterholm et al. 1969) ao
pos-isquémico (Zaren et al. 1970; Liu 1988; Hatashita e Hoff 1990) ou ao
induzido pelo frio (Bodsch et al. 1982). Estes fenémenos também se verificam
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em modelos experimentais de hipertensdo arterial (Westergaard et al. 1977;
Johansson et al. 1982; Nag 1984, 1986), meningite (Quagliarello et al. 1986;
Tunkel e Scheld 1989; Tunkel et al. 1990), convulsdes (Lorenzo et al. 1972,
1975; Nitsch et al. 1986; Bolwig 1989), diabetes (Schivers, 1979; Stauber et
al. 1981) e patologia vascular cerebral (Zaren et al. 1970; Liu 1988; Hatashita
e Hoff 1990).

As patologias humanas correspondentes aos modelos referidos cursam
frequentemente com aumento de permeabilidade da barreira hemato-
encefilica acompanhado de edema cerebral, sendo este responsdvel por parte
da morbilidade e mortalidade consequentes a estas situagdes patolégicas
(McMenanin e Volpe 1984).

Quando estuddmos os efeitos morfolégicos ultrastruturais da estimulagao
eléctrica do locus coeruleus verificimos que, para além do aumento da
pinocitose, estavam, em alguns casos, presentes sinais morfoldgicos
indiscutiveis de edema cerebral.

No caso da administragdo central de isoprenalina, o aumento de pinocitose
por ela induzido ndo se acompanhou de um aumento de permeabilidade da
barreira hematoencefilica a fluoresceina sodica. Esta pinocitose ndo teve
efeitos no transporte da periferia para o sistema nervoso central. Estes
resultados apresentam semelhangas com os que Dux et al. (1988) referem para
a histamina. Estes autores demonstraram que a administra¢io intracerebro-
ventricular de histamina, no Rato, provocou um aumento marcado de
pinocitose ndo acompanhado de aumento de permeabilidade da barreira
hematoencefélica. Em consequéncia dos seus resultados, os autores sugeriram
a existéncia duma pinocitose “inversa” destinada ao transporte do cérebro para
o sangue. A existéncia de uma pinocitose deste tipo foi também sugerida por
van Deurs (1976) e por Lorenzo et al. (1972). Estes iltimos estudaram a
permeabilidade da barreira hematoencefilica & albumina-I'* em ratos com
convulsdes provocadas pelo pentetrazol e verificaram que a albumina que

entrou para o sistema nervoso central saiu rapidamente apds cessagdo do
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estimulo que provocou a sua entrada. Os autores concluiram que a saida da
albumina ndo se deveu a difusdo para o liquor nem, pelo menos de forma
significativa, & sua metabolizag¢do intracerebral, mas sim a um transporte
retrégrado para o sangue por pinocitose.

Este mecanismo € também sugerido pelo facto de que quando se injecta
albumina marcada no parénquima cerebral esta se vai localizar na zona
perivascular, sendo depois eliminada para o sangue (Rennels et al. 1985).

Especulou-se também acerca da possibilidade de um mecanismo deste
tipo estar implicado na reabsor¢do das proteinas extravasadas para a zona
perivascular da glia, na fase de regressdo do edema induzido pela isquemia,
no Rato (Vorbrodt et al. 1985; Hatashita e Hoff 1990).

Foi baseado nesta hipdtese da pinocitose inversa que interpretei os
resultados obtidos com a isoprenalina. Eles sugerem que nesta circunstancia
este tipo de pinocitose possa estar dependente da estimulagdo de receptores
beta. Os resultados da estimulagio adrenérgica alfa ou beta sobre a permea-
bilidade da barreira hematoencefdlica, correlacionados com os respectivos
resultados morfoldgicos, sdo compativeis com a seguinte hipdtese: a
estimulagdo adrenérgica alfa e a estimulagdo adrenérgica beta tém efeitos
opostos na permeabilidade da barreira hematoencefdlica. Os fundamentos
desta hipdtese sdo-os seguintes:

- pinocitose induzida pela noradrenalina ou pela isoprenalina
acompanhada, somente no caso da primeira, de aumento de
permeabilidade da barreira hematoencefilica

- a administragcdo prévia de fenoxibenzamina bloqueou apenas
parcialmente o aumento de pinocitose induzido pela administragdo
central de noradrenalina mas bloqueou totalmente o aumento da
permeabilidade

- 0 efeito da estimulagdo eléctrica na permeabilidade da barreira
hematoencefdlica foi bloqueado pela administragdo prévia de um
bloqueador alfa e potenciado pela administragdo prévia de um
bloquedor beta.



Discussio 95

Atribuimos o aumento da passagem de marcadores para 0 sistema nervoso
central verificado nas vdrias situagOes experimentais, cujos resultados
acabdmos de discutir, fundamentalmente a um aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefdlica e ndo da barreira sangue-liquido cefalorraguideano
pelas seguintes razdes:

- a superficie da barreira hematoencefdlica € cerca de 5000 vezes maior
do que a da barreira sangue-liquido cefalorraquideano (Pardridge
1983; Bolwig 1989), sendo portanto quantitativamente muito mais
importante em situagdes em que se verifica a passagem para o sistema
nervoso central de uma substincia que, como a fluoresceina sddica,
na0 passa, em circunstincias normais, para o cérebro.

- a passagem de uma substancia da periferia para o parénquima cerebral
através do liquor implica bastante tempo, pois a substdncia tem de
atravessar os plexos coroideus e depois difundir do liquor para o
parénquima cerebral (Carpenter € Sutin 1983). Os tempos que
utilizimos em todas as nossas experiéncias foram relativamente curtos
(10 a 30 minutos).

- os estudos que efectudmos de morfologia ultrastrutural mostram que
nas situagdes de aumento de permeabilidade da barreira
hematoencefdlica houve aumento do nimero de vesiculas de
pinocitose, no endotélio dos capilares cerebrais, 0 que pode explicar
aqueles aumentos de permeabilidade.

Também ndo nos parece provivel que os nossos resultados tenham sido
significativamente influenciados pela passagem dos marcadores da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica através dos capilares dos 6rgaos
circunventriculares. Sob esta designagdo, orgdos circunventriculares,
engloba-se a glandula pineal, a neuro-hip6fise, a drea postrema, o orgao sub-
-fornical e a eminéncia média do hipotdlamo. Nestas estruturas ndo existe
barreira hematoencefdlica porque os capilares cerebrais sdo fenestrados (ver
Carpenter e Sutin 1983). Para além da superficie do leito capilar dos orgaos
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circunventriculares ser desprezivel comparativamente com a dos capilares da
barreira hematoencefilica, o epéndima que reveste estas estruturas tem, entre
as c€lulas, jungdes apertadas que impedem o extravasamento de substincias
destas zonas para outros locais do sistema nervoso central através do liquor
(Brightman et al. 1975) Estes factos, acrescidos ainda da circunstincia de que
0s orgdos circunventriculares se localizam a uma distincia considerdvel do
local em que foi colhida a amostra de cérebro para doseamento do marcador,
0 cortex parietal direito, tornam improvdvel a hipitese de que estas estruturas
tenham sido relevantes na passagem de fluoresceina para o sistema nervoso
central.

5 - Possibilidade da implicagdo de mecanismos adrenérgicos centrais
nas alteragdes da permeabilidade da barreira hematoencefilica
que acompanham determinadas patologias

Estdo descritas alteragdes de permeabilidade da barreira hemato-
encefdlica, acompanhadas de aumento da pinocitose nos microvasos
cerebrais, em vérios tipos de situagSes patoldgicas. Aquelas sdo em muitos
casos responsaveis, pelo menos em parte, pela morbilidade e mortalidade da
patologia em causa. Sdo exemplo, a meningite (Quagliarello et al. 1986;
Tunkel e Scheld 1989; Tunkel et al. 1990), a isquemia (Zaren et al. 1970; Liu
1988; Hatashita e Hoff 1990) e o traumatismo cerebral (Beggs e Waggener
1976; Osterholm et al. 1969), a hipertensdo arterial aguda ou crénica
(Westergaard et al., 1977; Johansson et al. 1982; Nag 1984, 1986), a diabetes
(Schivers 1979; Stauber etal. 1981), as convulsdes (Lorenzo et al. 1972, 1975;
Nitsch et al. 1986; Bolwig 1989) ¢ o envelhecimento (Ordy et al. 1975); Ohata
et al. 1981).

AgressGes ao sistema nervoso central, de etiologias completamente
diversas, traduzem-se por um mecanismo comum de alteragOes metabdlicas,

as quais sdo responsdveis pelas lesdes das células do sistema nervoso central
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(Simon 1989).

Situagdes infecciosas, traumdticas ou isquémicas do sistema nervoso
central levam 2 sintese de neurotransmissores excitatérios, aminoécidos tais
como o glutamato ou o N-metil-D-aspartato (NMDA) (Brierley e Graham,
1984; Benveniste et al. 1984; Drejer et al. 1985; Silverstein et al. 1986). Estes,
actuando nos canais de cdlcio mediados por receptores, provocam um
aumento do cdlcio intracelular (Olney et al. 1986), do qual resulta, entre
outras, a libertagio de grandes quantidades de noradrenalina pelos terminais
nervosos (Magnoni et al. 1987).

Em vdrias situagOes patologicas, em que hd alteracdes da permeabilidade
da barreira hematoencefdlica, hd um aumento do turnover da noradrenalina no
sistema nervoso central (Meyer et al. 1974; Preskorn et al. 1981), tendo, em
1976, Fenske et al. admitido a hipdtese de as aminas biogénicas poderem ser
indutoras de edema cerebral.

Também nalguns modelos experimentais de stress, no Rato, provocado
pelo frio, pela imobiliza¢ao ou pela administragdo de choques eléctricos, hd
aumento de actividade adrenérgica a nivel central (Barchas e Freedman 1963;
Maynert € Levi 1963; Porsolt et al. 1979; Harri € Kvusela 1986; Sharma et
al. 1991). Sharma et al. (1991), quando provocam a natagio forgada ao Rato,
verificam que hd um aumento da permeabilidade da barreira hematoencefilica
a albumina.

Em linhas gerais o que estd descrito a este propdsito nas vdrias situagdes
experimentais € o seguinte:

Meningite bacteriana

Virios modelos experimentais de meningite mostram que poucas horas
apés a administragdo intracisternal de estirpes patogénicas causadoras
habituais desta infeccio, de extractos das suas cdpsulas ou paredes, da sua
endotoxina ou de interleucina- 1, hd um aumento de permeabilidade da barreira
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hematoencefdlica (Quagliarello et al. 1986, 1987; Wispelwey et al. 1988;
Tunkel e Scheld 1989;). Esta estd também aumentada na doenga humana
(Swartz ¢ Dodge 1965). Aqueles modelos experimentais permitiram
caracterizar morfologicamente o tipo de alteragcdes em causa. Verificou-se,
pois, que para além do aumento da permeabilidade a albumina ou & peroxidase
do rdbano, houve um aumento marcado de pinocitose no endotélio dos
capilares cerebrais.

Arapidez com que decorrem estas altera¢Ses apés a injecgio intracisternal
dos microrganismos infectantes e a distdncia a que se dao do local da inocula-
¢do faz pensar que a infecgdo possa desencadear estas alteragdes por provocar
a entrada em funcionamento de mecanismos com repercussao generalizada no
sistema nervoso central. Pode pois especular-se se o aumento da libertagdo da
noradrenalina, descrito em situagoes de agressdo do sistema nervoso central,
podera ter sido responsdvel pelo aumento da pinocitose e da permeabilidade
da barreira hematoencefilica.

Desde o advento dos antibidticos, em 1950, altura em que a mortalidade
da meningite baixou drasticamente, verifica-se que apesar de se dispor de
farmacos bactericidas cada vez mais potentes, a mortalidade global desta
doenga pouco mudou (Schlech et al. 1985; Quagliarello e Scheld 1986). A
meningite pneumocdcica, por exemplo, tinha uma mortalidade de 30% qundo
tratada com a penicilina, nos anos que se sucederam a introdugdo deste
antibidtico; trinta anos depois a mortalidade € quase a mesma (Quagliarello
€ Scheld 1986). Aponta-se como explicagido possivel para estes factos, a
hipétese de que isto se deva as lesdes neurolégicas consequentes & hipertensdo
intracraneana, na génese da qual estd um aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefélica induzido por mecanismos desencadeados pelo
agente infectante e que se mantém para além da erradica¢do do microrganismo
(Shenkin e Bouzarth 1970; Scheld 1981; McMenanin e Volpe 1984).

O conhecimento mais profundo da fisiopatologia da meningite e dos

mecanismos que controlam a permeabilidade da barreira hematoencefilica
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poderia conduzir a formas de terapéutica eficazes para reverter situagoes de
aumento excessivo da permeabilidade da barreira hematoencefdlica. Isto
reduziria muito provavelmente a mortalidade e morbilidade decorrentes desta
doengca.

Convulsdes

Uma crise convulsiva generalizada é acompanhada quase sempre de
aumento da pressdo intracraneana e por vezes de edema cerebral significativo,
resultante de um aumento da permeabilidade da barreira hematoencefélica
(Lorenzo et al. 1972, 1975; Nitsch et al. 1986; Bolwig 1989).

Em modelos de convulsdes, no Rato, provocadas pela administragdo do
pentetrazol, verificou-se que havia aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefdlica, acompanhado de um aumento de pinocitose a nivel dos
capilares cerebrais. Nao parece provdvel que este seja apenas devido a um
aumento da pressdo arterial pois, para valores tensionais idé€nticos, o
pentetrazol s6 aumentou a permeabilidade da barreira hematoencefélica nos
animais em que provocou convulsdes (Abbott e Revest 1991). Por outro lado,
em animais curarizados, com controlo da tensdo arterial, a descarga neuronial
de tipo convulsivante s6 por si aumentou a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica (Lorenzo et al. 1967).

As crises convulsivas sdo também exemplos de situagbes em que hd
hiperactividade adrenérgica central, podendo-se especular sobre a
possibilidade desta hiperactividade adrenérgica intervir na génese das
alteragdes descritas.

Isquemia e traumatismo cerebral

Também estas situagdes se acompanham de edema cerebral, pelo qual a
pinocitose tem sido responsabilizada.

Na isquemia, consoante a fase do processo, a pinocitose poderia estar
implicada no transporte de proteinas para o sistema nervoso central (Hirano
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et al. 1969; Baker et al. 1971) ou, na fase de resolugdo do edema, faria o
transporte das mesmas no sentido cérebro-sangue (Vorbrodt et al. 1985). Esta
€ designada por alguns autores como pinocitose inversa (Lorenzo et al. 1972;
Dux et al. 1988).

O célcio intracelular estd também aumentado apds isquemia ou trauma-
tismo, o que poderd contribuir para a libertago maciga de noradrenalina que
ocorre, nestas situagdes, no sistema nervoso central (Meyer et al. 1974; Welch
et al. 1977; Magnoni et al. 1987).

Zervas e Hori (1973) verificaram que num modelo experimental de
isquemia a incidéncia de sequelas neuroldgicas era menor quando se inibia
previamente a sintese da noradrenalina.

Em vérios modelos animais, verificou-se um aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefdlica ap6s a oclusio da carétida interna (Zaren et al.
1970; Liu 1988; Hatashita e Hoff 1990). Magnoni (1984a) demonstrou que
este aumento de permeabilidade se acompanhava de uma diminui¢do do
nimero de receptores adrenérgicos beta nos microvasos cerebrais em ambos
os hemisférios cerebrais. A diminui¢do dos receptores beta foi anulada, no
hemisfério contralateral, pela sec¢do do corpo caloso (Magnoni et al. 1984b)
e nos dois hemisférios, pela destrui¢do prévia do locus coeruleus pela 6-
hidroxi-dopamina (Magnoni et al. 1986).

A diminui¢do dos receptores beta seria mais um factor que poderia

contribuir para o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefilica.

Hipertensao arterial

Quer a hipertensio arterial aguda quer a crénica (Westergaard et al. 1977;
Johansson et al. 1982; Nag 1984, 1986), acompanham-se de aumento de
permeabilidade da barreira hematoencefalica.

Em modelos animais de hipertensdo aguda provocada pela administragio
de adrenalina, angiotensina ou metaraminol, 0 aumento de permeabilidade

acompanha-se de aumento de pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais,
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sendo a passagem de proteinas para o sistema nervoso central impedida pelo
tratamento prévio dos animais com fdarmacos inibidores da pinocitose
(Hardebo € Johansson 1980).

O aumento agudo da pressdo arterial acompanha-se de aumento do cdlcio
intracelular no sistema nervoso central (Magnoni et al. 1987), o que, como se
referia atrds, leva & libertacdo de noradrenalina pelos terminais nervosos
(Magnoni et al. 1987).

Foi demonstrado que nos ratos espontaneamente hipertensos, situa¢ao em
que a permeabilidade da barreira hematoencefdlica e a pinocitose estdo
aumentadas, hd um aumento de receptores alfa-1 e uma diminui¢do dos
receptores beta nos microvasos cerebrais (Magnoni et al. 1983; Kobayashi et
al. 1985).

Parece, pois, que também na associagdo entre hipertensdo arterial e
aumento de permeabilidade da barreira hematoencefdlica hd lugar para a

interveng@o de mecanismos adrenérgicos.

Nio penso que seja provdvel que o aumento de pinocitose no endotélio
dos capilares verificado nas situa¢des ou modelos patolégicos que acabdmos
de referir resulte de agressdo inespecifica a célula endotelial. Existindo uma
seriacdo de lesdes que fundamenta a nogdo de “vulnerabilidade selectiva”, as
células endoteliais caracterizam-se, entre as células do sistema nervoso
central, por serem das menos vulnerdveis, quando aquele € submetido a uma
agressao generalizada (Brierley € Graham 1984).

Nas situagdes que acabdmos de descrever, a relagdo entre o aumento da
pinocitose e a libertag@o da noradrenalina é uma possibilidade a ter em conta.
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COMENTARIOS E CONCLUSOES

Inicidmos em 1987 o estudo da possibilidade de que mecanismos

adrenérgicos centrais pudessem influenciar a permaebilidade da barreira
hematoencefilica.

A abordagem deste tema foi feita através da administragio periférica de
fdarmacos com actividade adrenérgica central, com a administragdo central,
por estereotaxia, de agonistas adrenérgicos e ainda pela estimulagéo eléctrica
do locus coeruleus. Foram, em cada uma destas circunstincias, estudadas quer

logia ultrastrutural da barreira hematoencefilica. As conclusdes obtidas deste
estudo foram as seguintes:

1 - A amitriptilina aumenta a permeabilidade da barreira hemato-

|

i
encefdlica a albumina-I'* e & fluoresceina sédica.

’ 2 - A amitriptilina aumenta a actividade de pinocitose, sem provocar
qualquer outra altera¢do morfolégica no endotélio dos capilares
cerebrais.

3 - A noradrenalina e a fenilefrina administradas por via intracerebro-
ventricular aumentam a permeabilidade da barreira
hematoencefdlica & fluoresceina sdédica, sendo o efeito da
noradrenalina completamente bloqueavel pela fenoxibenzamina.

4 - A noradrenalina administrada por via intracerebroventricular
aumenta a actividade de pinocitose no endotélio dos capilares
cerebrais, sendo este efeito parcialmente bloquedvel pela
fenoxibenzamina.

5 - A administragfo intracerebroventricular de isoprenalina nfo tem

| qualquer efeito na permeabilidade da barreira hematoencefélica a

)
\
a permeabilidade da barreira hematoencefdlica a um marcador, quer a morfo-
| fluoresceina sdédica.
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6 - A isoprenalina administrada por via intracerebroventricular aumenta
a pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais.

7 - A estimulagdo eléctrica do locus coeruleus aumenta a permeabilidade
da barreira hematoencefdlica a fluoresceina sédica, sendo este efeito
completamente bloqueado pela fenoxibenzamina e potenciado pelo
pindolol.

8 - A estimulagdo eléctrica do locus coeruleus aumenta a pinocitose no
endotélio dos capilares cerebrais, sendo este acompanhado de sinais
morfol6gicos evidentes de edema cerebral.

Em nenhuma das situagdes em que se verificou aumento da permea-
bilidade da barreira hematoencefdlica, houve alteragdes significativas de
outros pardmetros que o pudessem explicar. Os pardmetros estudados foram
a pressdo arterial, PaQ,, PaCO, e pH sanguineo.

Baseado nos resultados obtidos no presente trabalho, integrados com
outros conhecimentos existentes neste campo e jd abordados na discusséo,
formulei a seguinte proposta de interpretagdo global:

A barreira hematoencefdlica € uma estrutura dindmica que sob deter-
minadas influ€ncias, nomeadamente do locus coeruleus, poderd modificar as
suas caracteristicas de permeabilidade. Em determinadas circunstincias em
que haja necessidade de aumento do aporte de determinados substratos da
periferia para o sistema nervoso central, hd um aumento de permeabilidade
neste sentido, podendo este ser invertido em situagGes em que haja
necessidade de remogdo de determinadas substincias do sistema nervoso
central.

O transporte transcelular por pinocitose poderd ser uma forma importante
de transporte através da barreira hematoencefélica em situagdes de aumento
de actividade adrenérgica central.
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A estimulacio de receptores adrenérgicos alfa e beta existentes no endo-
télio dos capilares cerebrais tem efeitos opostos sobre a permeabilidade da
barreira hematoencefdlica. A estimulagdo alfa, por aumento da pinocitose no
sentido da periferia para o sistema nervoso central, poderd aumentar a
permeabilidade da barreira hematoencefélica, ¢ a estimulagdo beta, por
inducdo de um transporte transcelular em sentido inverso, serd responsdvel
pela remogdo de substincias existentes no intersticio cerebral.

A predominéncia do efeito beta ou alfa estard dependente da quantidade
do neurotransmissor libertado. Para pequenas quantidades o efeito
predominante poderd ser o beta e por conseguinte haverd um predominio do
transporte do sistema nervoso central para a periferia, e pelo contrdrio, para
grandes quantidades de neurotransmissor libertado o transporte far-se-d da
periferia para o sistema nervoso central.

A escassa actividade de pinocitose descrita nos capilares cerebrais em
situacdes de controlo poderd funcionar no sentido sistemna nervoso central/
periferia e resultard do efeito da actividade basal do locus coeruleus. Este
podera pois, em circunstincias basais, contribuir para o reforgo da barreira
hematoencefélica.
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RESUMO

Os capilares cerebrais de vdrias espécies animais, entre as quais a do Rato,
sdo inervados por nervos adrenérgicos com origem no proprio sistema nervoso
central e cujos corpos celulares se localizam no locus coeruleus.

O significado fisiolégico desta inervagdo € ainda mal conhecido, embora
tenha sido admitida a hip6tese de que possa ter algum papel na regulagio da
permeabilidade da barreira hematoencefilica.

Os resultados dos estudos neste campo tém sido contraditérios, o que
explica provavelmente a auséncia quase total de referéncias ao papel deste tipo
de inervagdo nas principais revisdes actuais sobre permeabilidade da barreira
hematoencefélica.

No presente trabalho estuddmos as possiveis interacgdes de mecanismos
adrenérgicos centrais com a barreira hematoencefdlica, quer sob o ponto de
vista de transferéncia de marcadores, quer ainda sob o aspecto morfolégico
ultrastrutural.

Neste estudo usdmos fundamentalmente trés abordagens distintas:

- a administragio periférica de firmacos com actividade adrenérgica
central;

- a administragio estereotdxica central de formacos com actividade
adrenérgica;

- a estimulagdo eléctrica do locus coeruleus.

A administragdo de amitriptilina (34 mg/kg, 1.p.) aumentou a permea-
bilidade da barreira hematoencefélica a albumina-I'*'e & fluoresceina sédica.
Este aumento de permeabilidade acompanhou-se de um aumento de pino-
citose no endotélio dos capilares cerebrais.

A administragdo estereotdxica intracerebroventricular de noradrenalina
(75 e 150ug) e de fenilefrina (800pg), bem como a estimulagio eléctrica do
locus coeruleus (5, 15 e 30 Hz) aumentaram a permeabilidade da barreira
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hematoencefdlica a fluoresceina sddica. A fenoxibenzamina (25 e 10 mg/kg,
i.p.) administrada previamente & noradrenalina intracerebroventricular
(150pg) ou a estimulagdo eléctrica com 15 Hz bloqueou completamente o
aumento de permeabilidade a fluoresceina sddica. Pelo contririo, quando
antes da estimulago eléctrica com 5 Hz se administrou o pindolol (10 mg/kg,
i.p.) houve uma potenciagdo do efeito da estimulagdo eléctrica em relagio 2
passagem de fluoresceina para o sistema nervoso central.

Paralelamente ao aumento da permeabilidade induzido pela noradrenalina
intracerebroventricular ou pela estimulagio eléctrica, houve um aumento de
pinocitose no endotélio dos capilares cerebrais. A administragdo prévia de
fenoxibenzamina bloqueou parcialmente o aumento de pinocitose induzido
pela noradrenalina intracerebroventricular.

Aquele paralelismo nio se verificou, contudo, no caso da administracdo
intracerebroventricular de isoprenalina (10 pg), que aumentou a pinocitose no
endotélio dos capilares cerebrais sem ter alterado a permeabilidade da barreira
hematoencefilica.

Do conjunto de resultados obtidos concluo que:

1 - A estimulagdo de adrenoceptores alfa aumenta a permeabilidade da
barreira hematoencefdlica.

2 - A estimulagio de adrenoceptores beta poderd estar implicada no
transporte em sentido oposto, isto €, do sistema nervoso central para
0 sangue.

3 - As variagoes de permeabilidade dependentes de mecanismos
adrenérgicos centrais estdo provavelmente relacionadas com
variagdes de actividade de pinocitose no endotélio dos capilares
cerebrais.

4 - A permeabilidade da barreira hematoencefdlica varia, provavel-
mente, com as condigdes fisioldgicas, nervosas e /ou humorais,

estando o seu controlo dependente da actividade do locus coeruleus.
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SUMMARY

In several animal species, the rat included, brain capillaries are innervated
by central adrenergic neurons with origin in the locus coeruleus.

The physiological role of this innervation is not well established.
However, the hypothesis that these nerves are involved in the control of blood-
brain barrier permeability has been raised. The studies in this field have
produced contradictory results. This fact may explain, at least in part, the
scarcity of references to the adrenergic control of blood-brain barrier permea-
bility in recent reviews on the blood-brain barrier.

Here we present the results of several studies on the influences of central
adrenergic mechanisms in both the permeability and the ultrastructural
morphology of the rat blood-brain barrier.

Three main methodological approaches have been used:

- peripheral administration of drugs with central adrenergic effects

- central stereotaxic administration of adrenergic drugs

- electrical stimulation of locus coeruleus

Amitriptyline (34 mg/kg.i.p.) induced an increase in blood-brain barrier
permeability to I'*!-albumin and to sodium fluorescein. This was accompanied
by an increased pinocytotic activity in brain capillary endothelial cells.

Stereotaxically administered noradrenaline (75 and 150 pg) or
phenylephrine (800png) as well as electrical stimulation of locus coeruleus (5,
15 and 30 Hz), increased blood-brain barrier permeability to sodium
fluorescein.

Phenoxybenzamine (25 and 10 mg/kg, i.p.) completely prevented the
increase in blood-brain barrier permeability induced by 150 pg of centrally
administered noradrenaline or by 15 Hz electrical stimulation of locus coe-
ruleus. On the other hand, previous administration of pindolol (10 mg/kg,i.p.)
potentiated the effects of 5 Hz electrical stimulation of the locus coeruleus.
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An increase in pinocytotic activity of capillary endothelial cells has been
observed, accompanying the increase in blood-brain barrier permeability
induced by intracerebroventricular noradrenaline or by electrical stimulation
of locus coeruleus. Previously administered phenoxybenzamine has only
partially prevented the noradrenaline induced increase in the pinocytotic
activity of capillary cells.

Intracerebroventricular administration of isoprenaline (10 pg) had no
effect on blood-brain barrier permeability to peripherally injected sodium
fluorescein. Nevertheless it has induced an increase in capillary endothelial
cell pinocytosis.

From the present results, it may be concluded that:

1 - Alpha adrenoceptor stimulation increases the permeability of blood-
brain barrier.

2 - The stimulation of beta adrenoceptors probably induces an increase
in the transport from the brain to the blood.

3 - The permeability changes of blood-brain barrier dependent on central
adrenergic mechanisms are probably related with pinocytotic activity
variations in brain capillary endothelial cells.

4 - The permeability properties of blood-brain barrier could be adapted
to several stress situations, its control being dependent on the activity
of the locus coeruleus.
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