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I - INTRODUCAO

Remonta aos primdrdios da moderna Neurologia o reconhecimento da existéncia
do edema cerebral como uma complicacdo capaz de agravar processos patoldgicos
primdrios.

Foi desde logo constatado que o edema cerebral parecia ndo ser igual em todas
as situagdes patoldgicas que o causavam, tendo Reicuarpr (1905) proposto a
primeira classificagdo de edema cerebral, distinguindo-o em Hirnddem (edema
cerebral) e Hirnschwellung (turgescéncia ou "inchago" cerebral). A esta primeira
tentativa de classificagao, baseada no aspecto da superficie cerebral na autdpsia,
seguiram-se outras mais adequadas, inevitdvel consequéncia dos prodigiosos
avangos cientificos e tecnoldgicos do nosso século (ver KLatzo 1994),

Parece hoje consensual classificar o edema cerebral em trés tipos fundamentais:
0 edema vasogénico, o edema citotdxico e o edema intersticial (KLatzo 1967, Berz
et al. 1989, MiHoraT 1992, Kratzo 1994). Esta distingdo é feita com base na
origem do excesso de fluido no tecido cerebral: assim, enquanto o edema
citotdxico resulta de uma captagdo anormal de dgua (do fluido extracelular) por
células cerebrais, o edema vasogénico estd associado a uma disfungdo da barreira
hematoencefdlica, com consequente aumento da passagem de dgua e proteinas de
origem plasmdtica para o tecido cerebral. O edema intersticial € resultante de uma
drenagem insuficiente do liquido cefalorraquideano (por obstrugio mecinica), o
que se traduz num aumento da pressdo nos ventriculos cerebrais e posterior
extravasamento de dgua para o parénquima cerebral.

Foram muitos os trabalhos que confirmaram a origem plasmdtica do excesso de
fluido no tecido cerebral, quer em modelos experimentais quer em doentes cujas
patologias se associavam a existéncia de edema cerebral, entre as quais a isquemia
cerebral, traumatismos craneo-encefdlicos, processos inflamatérios e infecciosos,
tumores cerebrais, convulsdes e hipertensao arterial (ver Berz et al. 1989). Deles se
concluiu que a formagdo de edema resultava de um "insulto" as células endoteliais
dos capilares cerebrais, fazendo-as perder as suas caracteristicas de permeabilidade
altamente selectiva, permitindo assim uma passagem anormalmente elevada de dgua
e solutos para o parénquima cerebral.

A tentativa de caracterizagdo do referido "insulto", ou seja, quais os processos
envolvidos na perda de funcées da barreira hematoencefdlica, tem fornecido
importante manancial bibliogrdfico. Se é verdade que jd foi possivel descobrir
alguns dos mecanismos implicados no controle do transporte de substdncias na
interface cérebro-sangue, o mau progndstico frequentemente associado a edema
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cerebral, fruto da inexisténcia de terapias eficazes, relembra-nos constantemente o
muito que ainda hd por esclarecer sobre este assunto.

Nao foi, obviamente, nosso objectivo ao elaborar este trabalho tentar descobrir
uma terapeutica "universal" para o edema cerebral, nem tdo pouco uma terapéutica
sequer. Pretendemos apenas caracterizar um dos mecanismos que julgdmos 2
partida poder ter alguma importdncia no desenvolvimento dos processos
patoldgicos conducentes a formagdo e/ou resolugio do edema cerebral.

A hipdtese de que os neurdnios adrenérgicos de origem central pudessem de
alguma forma modular as caracteristicas de permeabilidade da barreira hemato-
encefdlica em situagbes de edema cerebral vasogénico surgiu da constatagio de
alguns dados da nossa experiéncia e da de outros, dados esses que passamos a
enumerar:

1 - Foi possivel demonstrar que quer a administracdo de fiarmacos com acgao
sobre receptores adrenérgicos quer a estimulagdo ou destruigdo de neurénios
adrenérgicos centrais (com origem no nicleo locus coeruleus, RENNELs e
NEeLsoN 1975) podem modificar a permeabilidade da barreira hematoencefilica
(RaicHLE ef al. 1975, SarMmenTO et al. 1990, 1991, 1994);

2 - Foi igualmente demonstrada a existéncia de adrenoceptores alfa e beta nas
cé€lulas endoteliais dos capilares cerebrais (PErRouTka ef al. 1980, KARNUSHINA
et al. 1982, Herest et al. 1979, NATHANSON € GLASER 1979, KoBavasHi et al.
1981a,b), bem como de terminais adrenérgicos em intimo contacto com
c€lulas endoteliais dos capilares cerebrais (HarTmMaN 1973, Epvinsson ef al.
1973);

3 - Alguns autores verificaram que situagdes que cursam normalmente com a
presenca de edema cerebral se acompanham de alteragOes no turnover da
noradrenalina no cérebro (Mever et al. 1974, Pausescu et al. 1970, 1973,
Harik er al. 1982, Inoue et al. 1991).

Pareceram-nos assim reunidas algumas importantes premissas necessdrias para
justificar o nosso estudo.

Pretendemos que os modelos experimentais a utilizar fossem ndo s6 o mais
representativos possivel do problema que nos propusemos estudar (o0 edema
cerebral vasogénico) como também que a sua utilizagio fosse o mais consensual
possivel.
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O modelo de edema cerebral vasogénico induzido pelo frio, inicialmente
descrito por Kiatzo ef al. (1958) e Luse e Harris (1960), tem sido amplamente
utilizado por vdrios autores na tentativa de esclarecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos implicados na formagdo e na resolugdo deste tipo de edema. Em
1967, Kratzo er al. esclareceram alguns mecanismos bdsicos da progressio do
excesso de fluido através do parénquima cerebral e posteriormente foi descoberta a
importdncia da presenca de proteinas no liquido extravasado para a formacdo do
edema (Kuroiwa er al. 1985). Com a utilizagdo da microscopia electrénica
associada a técnicas de citoquimica e imuno-histoquimica, Voreropt er al. (1985)
procederam a um estudo exaustivo da morfologia das células endoteliais dos
capilares cerebrais, mostrando que, neste modelo, a formacio de edema se
acompanha de aumento marcado da actividade vesicular e de alteracio das
caracteristicas de polaridade enzimdtica dessas células. E hoje considerado como
um modelo que, na prdtica, exibe exclusivamente a componente vasogénica do
edema cerebral.

Escolhemos assim este modelo para avaliarmos as possiveis influéncias
adrenérgicas na formacdo e resolu¢io do edema cerebral vasogénico, utilizando
como animal de experiéncia o Rato.

A escolha da forma de medicdo do edema cerebral, definido por KrLatzo (1994)
como sendo "...uma acumulagdo anormal de fluido dentro do parénquima cerebral,
que produz um aumento volumétrico do tecido cerebral", recaiu sobre duas
técnicas: a primeira decorre da propria defini¢gdo e consiste na medicio do
contelido de dgua no tecido cerebral; a segunda avalia o transporte de um marcador
(azul de Evans) do sangue para o mesmo tecido, marcador esse que, pelas suas
caracteristicas, funciona como um indice de passagem de proteinas plasmdticas para
o0 cérebro.

A conjugagdo destas duas formas de avaliagdo permite obter conclusdes mais
seguras quer quanto a origem plasmdtica do excesso de dgua no parénquima
cerebral quer quanto as influéncias dos farmacos que pretendemos estudar sobre a
formagao/resolu¢do do edema. A utilizagdo de um marcador de elevado peso
molecular (como € o complexo azul de Evans/proteinas) permite-nos ainda afirmar
com razodvel seguranga que no endotélio capilar € a pinocitose o mecanismo
responsdvel por eventuais alteragdes no transporte desse marcador.

O envolvimento do transporte vesicular no desenvolvimento do edema cerebral
vasogénico € nas possiveis influéncias dos firmacos com ac¢ido adrenérgica foi um
assunto que desde o inicio pretendemos estudar. Como jd foi referido, estdo
descritas alteragdes da actividade pinocitética nas células endoteliais dos capilares
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cerebrais em modelos de edema cerebral induzido pelo frio (Bopbscu et al. 1982,
VoreroDT ef al. 1985, Trout et al. 1986), contrastando com o baixissimo ndmero
de vesiculas observadas em condigdes normais (CErvos-Navarro 1963, REESE e
KarNOvskY 1967, GoipsTein e Berz 1986, Cervos-Navarro er al. 1988). A
possibilidade das catecolaminas exercerem acgdes sobre a actividade pinocitética
havia sido jd descrita por Azeveoo er al. (1984) em células endoteliais vasculares
periféricas. SarmenTo ef al. (1988, 1990, 1991) mostraram que este tipo de acgdes
pode também ocorrer na barreira hematoencefilica.

Deste modo, decidimos fazer um estudo morfolégico, com recurso a
microscopia electronica, no tecido cerebral sujeito a aplicagdo de frio, na tentativa
de melhor esclarecermos o papel da pinocitose quer na formagdo quer na resolug¢do
do edema, bem como as influéncias dos firmacos a esse nivel.

Pretendemos que os fdrmacos a utilizar possuissem ndo s6 a maior selectividade
possivel para o(s) receptor(es) que queriamos estudar, como também que fossem
firmacos com facilidade de penetragdo no sistema nervoso central, de modo a que
a sua administracao por via sistémica permitisse o acesso do farmaco ao lado
abluminal do capilar, onde parecem estar localizados os receptores adrenérgicos.

Nao obstante dispormos da técnica de administragdo intracerebroventricular, esta
via implica um trauma adicional para o animal, pelo que passariamos a ter
provavelmente um edema de etiologia mista, que ndo nos interessava. Apenas para
um antagonista dos adrenoceptores alfa ndo encontrimos um fdrmaco que
preenchesse aqueles dois requisitos. Desta forma, optdmos pela fenoxibenzamina,
farmaco com outras ac¢oes além da que pretendiamos estudar (antagonismo alfa)
mas com grande penetragdo no sistema nervoso central quando administrado por
via intraperitoneal. Sacrificimos desta forma a selectividade em favor da
possibilidade de compararmos os resultados obtidos com os outros farmacos
administrados pela mesma via.

Conscientes das limitagoes desta opcao, bem como do facto de um modelo in
vivo, como 0 que pretendemos utilizar, tornar extremamente moroso um estudo
exaustivo de vdrios farmacos e vdrias doses, procurdmos um outro modelo que
pudesse completar as informagdes obtidas in vivo, esclarecendo algumas questoes
deixadas em aberto.

O modelo in vitro de células endoteliais de capilares cerebrais cultivadas em
monocamada polarizada possui caracteristicas que o tornam especialmente
adequado para estudo do transporte através da barreira hematoencefilica. Este
modelo, inicialmente descrito por Bowman er al. (1981), foi posteriormente
desenvolvido por Aubus e BorcHARDT (1986a,b, 1987) de forma a permitir o estudo
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do transporte de marcadores através da monocamada polarizada de células
endoteliais dos capilares cerebrais. Esta metodologia permite a utilizagdo de
farmacos independentemente das suas caracteristicas de solubilidade e capacidade
de atravessar membranas bioldgicas (inexisténcia de varidveis farmacocinéticas), a
utilizagdo de concentragdes conhecidas em qualquer das faces da monocamada e o
estudo do transporte de substincias num ou noutro sentido (apical-basal ou vice-
versa) de forma independente. Poderemos, desta forma, atribuir as accoes dos
firmacos a estudar a sua capacidade de modular as funcdes da célula endotelial
capilar, substrato anatémico e funcional da barreira hematoencefilica. As
caracteristicas de selectividade da monocamada a passagem de vérios marcadores e
substancias sdo muito semelhantes as observadas na barreira hematoencefdlica in
Vivo.

Sendo, como jd foi referido, o edema cerebral vasogénico resultante de uma
disfungdo da barreira hematoencefdlica, julgamos que a utilizacio deste modelo se
revela til especialmente para uma melhor caracterizagdo das acgdes de farmacos
que in vivo demonstraram poder alterar o curso do desenvolvimento do edema
cerebral. ’

Cremos que a utilizagdo conjunta de um modelo in vivo, bastante aproximado do
edema cerebral que ocorre em algumas patologias mas com as dificuldades da
existéncia de um sem-nimero de varidveis de dificil controlo, e de um modelo in
vitro que permite um mais rigoroso estudo farmacol6gico mas que se encontra
distante de qualquer situagdo patoldgica, pode fornecer um conjunto de resultados
cuja complementaridade tornard mais sélidas as conclusdes que deles inferiremos.
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II - MATERIAL E METODOS

1. MODELO EXPERIMENTAL DE EDEMA CEREBRAL VASOGENICO INDUZIDO PELO
FRIO

Neste modelo, utilizou-se na totalidade das experiéncias o Rato Wistar, macho
(Biotério do Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras, Portugal), com peso
compreendido entre 280 e 320g. O acondicionamento dos animais foi feito
conforme as normas estabelecidas pela Directiva 86/609/CEE do Conselho.

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sddico, na dose de 40 mg/kg,
administrado por via intraperitoneal.

A aplicagdo do frio ao cérebro dos animais foi feita da forma que a seguir se
descreve.

O animal anestesiado foi colocado numa mesa de estereotaxia (David Kopf
Instruments, E.U.A.). Apds este procedimento foi feita uma incisdo no escalpe,
com cerca de 2 cm, no sentido rostro-caudal de modo a expdr a superficie do
craneo. Uma vez exposta, foi feita, na superficie direita do crineo, a marcacio de
um ponto com as seguintes coordenadas, obtidas do atlas de estereotaxia de Paxinos
e Watson (1986): lateromedial -5mm e rostrocaudal +5mm (Fig 1).

Figura 1 - Ponto de aplicagio da pega metdlica arrefecida (B). Este ponto dista Smm no sentido

antero-posterior ¢ Smm no sentido latero-medial do ponto de referéncia (A).
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A este ponto da calote foi encostada, durante um minuto, uma peca metdlica,

com uma superficie de contacto de 2mm?, previamente arrefecida por imersio em
azoto liquido (-192 °C).

1.1. Avalia¢do do edema cerebral

Avaliou-se quantitativamente o edema cerebral por dois métodos diferentes:
medig¢do do contetido de dgua e do contelido de azul de Evans no cértex cerebral.

A adequagao de qualquer um destes métodos ao estudo do edema cerebral
vasogénico serd debatida no capitulo da discussdo.

1.1.1. Medi¢cdo do conteido de dgua cerebral

Determinou-se o contetido de dgua em fragmentos de cortex cerebral direito e
esquerdo 5, 30, 60, 120 e 180 minutos e 24 horas apds aplicacdo do frio. Sob
anestesia, os animais foram sacrificados por decapita¢io e os cérebros imediata-
mente retirados. Utilizando um bisturi, obteve-se dois fragmentos de cortex
parietal, um do lado direito (lado de aplicagdo do frio) e outro do lado esquerdo.

De igual modo, estudou-se o conteido de dgua no hemicdrtex esquerdo e direito
de animais ndo submetidos a aplica¢do de frio (protocolo idéntico ao da aplicagdo
do frio com a excepgao da pega metdlica ndo se encontrar arrefecida).

Na Figura 2 encontram-se esquematicamente representados os cortes efectuados
para obtengao dos fragmentos.

Figura 2 - Representagdo esquematica dos cortes efectuados para obtengdo dos fragmentos de cortex
parictal. Estes cortes foram utilizados para medigdo do contelido de dgua, do contelido de azul de

Evans ou para o estudo morfoldgico.
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A determinagdo do conteldo de dgua no tecido cerebral foi feita pelo método de
secagem (STEWARD-WALLACE, 1939). Imediatamente apds a sua obtencdo, estes
fragmentos foram pesados e colocados numa estufa & temperatura de 90 °C durante
72 horas para evaporagdo da dgua. No final deste periodo, os fragmentos foram de
novo pesados. O valor da percentagem de dgua no tecido foi determinado pela
férmula:

/- peso apos secagem
peso antes de secagem

JxlOO%

1.1.2. Doseamento do azul de Evans

Determinou-se os teores de azul de Evans em fragmentos de cértex parietal e em
amostras de sangue 1, 2, 3, 4 € 24 horas apds a aplicagdo de frio. Tal como para o
conteido de dgua, foi também estudado um grupo de animais ndo submetidos a
aplicagdo de frio (protocolo idéntico ao da aplicagdo do frio com a excepgio da
peca metilica ndo se encontrar arrefecida).

No animal anestesiado foi injectada na veia jugular externa esquerda 1 hora
antes da aplicagdo do frio uma dose de 100 mg/kg de azul de Evans (5 ml/kg de
uma solucdo de azul de Evans a 2% (peso/volume)). Um minuto antes do sacrificio
do animal, sob anestesia, foi recolhida uma amostra de sangue da veia jugular
externa direita. Completada esta operagdo, foi feita uma lavagem do
compartimento intravascular cerebral com 50 ml de uma solugdo de cloreto de
sodio a 0,9%, a uma pressao de 110 mmHg, através de uma canula inserida na
artéria aorta. Apds a lavagem, o cérebro foi imediatamente retirado e obteve-se
dois fragmentos, um do cértex parietal direito (lado da aplicagdo do frio) e outro
do lado esquerdo, seguindo o esquema aplicado para o doseamento do contetdo de
dagua (ver 1.1.1.). Apdés a sua obtengdo, os fragmentos obtidos foram
imediatamente pesados.

O doseamento do azul de Evans nas amostras de sangue e nos fragmentos de
cortex parietal fez-se por espectrofotofluorimetria, segundo o protocolo de Uyama
et al. (1988).

Os fragmentos de cortex parietal foram homogeneizados em 2 ml de uma
solugdo de dcido tricloroacético a 50% (peso/volume). As amostras de sangue
foram centrifugadas durante 10 minutos a 1200xg e do sobrenadante foram
retirados 100 ul que foram posteriormente diluidos em 2 ml de 4cido
tricloroacético a 50% (peso/volume). As amostras assim obtidas e os
homogeneizados de cortex parietal foram centrifugados durante 20 minutos a
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12500xg. De cada um dos sobrenadantes retirou-se 1 ml, que foi diluido em 3 ml
de etanol absoluto. Nestas amostras doseou-se o azul de Evans, utilizando um
espectrofotofluorimetro  Aminco Bowman, American Instrument Co., Inc.
(E.U.A.). Os comprimentos de onda utilizados foram de 620 nm para a excitacio e
de 680 nm para a emissao.

Os valores das concentragoes de azul de Evans nas amostras foram calculados
através de interpolacdo grdfica na recta padrdo, recta esta obtida com amostras de
concentragdo conhecida.

Este protocolo de doseamento dispensou a correc¢do do valor do ensaio a
branco, dado este ser nulo nas nossas condigoes.

1.2.Estudo das acc¢des de alguns farmacos no edema cerebral vasogénico
induzido pelo frio

Estudou-se o efeito de diversos firmacos sobre o edema cerebral vasogénico in-
duzido pelo frio pelos dois processos acima descritos, i.e., conteido de dgua, e
contetdo de azul de Evans.

1.2.1. Estudo das accdes de alguns fdrmacos no conteiido de dgua cerebral

Estudou-se os efeitos dos firmacos apresentados na Tabela 1, sobre o contetido
de dgua cerebral. A observacao foi feita duas horas apds aplicagdo do frio. Desta
tabela constam ainda as doses utilizadas, a via de administragdo e o tempo, antes da

aplicacao do frio, em que foram administrados.

Tabela 1 - Farmacos utilizados no estudo do contetido de dgua cerebral e suas doses, vias e tempos

de administragio.

Tempo antes da

Fdrmaco Dose Via de administragdao aplicagdo de frio
Fenoxibenzamina 10 mg/kg intraperitoneal 24 horas
Clembuterol 1 mg/kg intraperitoneal 15 minutos
Timolol 1 mg/kg intraperitoneal 1 hora
Isoprenalina 0,25 mg/kg intraperitoneal 15 minutos
Dexametasona 2,5 mg/kg endovenosa 1 hora
Vimblastina 0,8 mg/kg endovenosa 48 horas

Estudou-se ainda o efeito de uma dose de 1 mg/kg de clembuterol, administrado
por via intraperitoneal, duas horas apos aplicagao do frio. Apés administragao do
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farmaco, os animais esperou-se uma hora, ao fim da qual os animais foram
sacrificados.

Todos os farmacos referidos foram dissolvidos numa solucio de cloreto de sédio
a0,9%.

1.2.2. Estudo das acgdes de alguns farmacos no conteiido de azul de Evans

Utilizando como modelo de avaliagdo de edema cerebral o doseamento de azul
de Evans no tecido cerebral (cortex parietal), estudou-se os efeitos dos farmacos
apresentados na Tabela 2. Desta tabela constam ainda as doses utilizadas, a via de
administrag¢do e o tempo, antes da aplica¢do do frio, em que foram administrados.
A observagao foi feita duas horas apds aplicagdo do frio.

Tabela 2 - Fdarmacos utilizados no estudo do conteiido de azul de Evans e suas doses, vias e tempos
de administragao.
Tempo antes da

Fdrmaco Dose Via de administrag¢ao aplicagdo de frio
Fenoxibenzamina 10 mg/kg intraperitoneal 24 horas
Clembuterol 1 mg/kg intraperitoneal 15 minutos
Timolol 1 mg/kg intraperitoneal 1 hora
Metoprolol 10 mg/kg intraperitoneal 1 hora
Isoprenalina 0,25 mg/kg intraperitoneal 15 minutos
Dexametasona 2,5 mg/kg endovenosa 1 hora
Vimblastina 0,8 mg/kg endovenosa 48 horas

Estudou-se também o efeito do clembuterol (1 mg/kg, intraperitoneal)
administrado 2 horas apds aplicagdo do frio. Apds administragio do firmaco,
esperou-se 1 hora, ao fim da qual os animais foram sacrificados.

Estudou-se ainda o efeito da isoprenalina (100 ug em 10 ul), administrada por
via intracerebroventricular (ver 1.3., injecgdo estereotdxica intracerebroventricular)
no ventriculo cerebral lateral esquerdo, 10 minutos antes da aplicagdo do frio.
Apos a aplicagao do frio, esperou-se | hora, ao fim da qual os animais foram
sacrificados. Os resultados sdo apresentados em taxa de extracgdo, valor este obtido
pela férmula:

ug / g azul de Evans no cérebro
ng / ml de azul de Evans no sangue

x 100%
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1.3.Injeccdo estereotdxica intracerebroventricular

Para o estudo dos efeitos da isoprenalina, molécula que pelas suas caracteristicas
ndo atravessa a barreira hematoencefdlica, procedemos a sua administragio no
ventriculo cerebral lateral esquerdo. Para tal, utilizou-se uma mesa de estereotaxia
David Kopf Instruments (E.U.A.). Apds colocacio do animal na mesa de
estereotaxia, procedeu-se a abertura de um orificio no crdneo, com recurso a uma
broca de dentista, tendo sempre o cuidado de ndo atingir com a broca a dura
mater, de forma a ndo danificar o parénquima cerebral. A isoprenalina, ou igual
volume de uma solugdo de cloreto de sédio a 0,9% no caso dos animais controlo,
foi entdo injectada no ventriculo cerebral lateral esquerdo utilizando as seguintes
coordenadas: dorsoventral +6,4 mm, lateromedial + 1,4 mm e rostrocaudal +8,2
mm. Estas coordenadas foram obtidas do atlas de estereotaxia de PaxiNos € WATSON
(1986).

1.4. Estudo morfolégico

Foi efectuado um estudo morfoldgico de luz e ultrastrutural, do cortex parietal,
quer do lado direito (lado da aplicagdo do frio) quer do lado esquerdo, em animais
nos quais foi induzido edema cerebral vasogénico pelo frio.

O protocolo de aplicagao do frio foi idéntico ao jd referido anteriormente (Ver
1. Modelo de edema cerebral vasogénico induzido pelo frio).

Duas horas apos aplicacdo do frio, foi feita uma toracotomia, inserida uma
cénula na artéria aorta e iniciada uma perfusdo do compartimento intravascular
cerebral com 500 ml de fixador de Karnovsky (1,25% de glutaraldeido e 1% de
paraformaldeido em tampdo fosfato 0,12M, pH 7,4, Karnovsky 1965), a uma
pressao de 110 mmHg. No fim desta, foi retirado o cérebro e obtidos fragmentos
de cortex parietal direito e esquerdo, conforme descrito na Figura 2. Estes
fragmentos foram cortados em fragmentos mais pequenos (cerca de 1 mm3) e
imersos durante 120 minutos em fixador de Karnovsky. Apds esta imersdo, os
fragmentos de cortex foram lavados por 4 mudangas (a 7 minutos de intervalo) com
solugdes frescas do mesmo tampao adicionado de sacarose (0,6 M), pés-fixados em
tetroxido de 6smio a 1% em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,3, a 4 ©C, durante 2
horas, desidratados por passagem por solugdes de etanol progressivamente mais
concentradas, passados por 6xido de propileno e incluidos em Epon 812 (Azevepo
et al. 1981).
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Cortes semi-finos (1 um), preparados num ultramicrétomo Ultrotome I1I (LKB,
Suécia) e corados com azul de toluidina (1%) em borax (1%), foram observados
num microscdpio 6ptico Leitz Laborlux K (Portugal).

Cortes ultrafinos (600 a 700 A), preparados no mesmo ultramicrétomo e
corados com acetato de uranilo (2%) e citrato de chumbo (2,6%), foram
observados num microscépio electrénico Jeol JEM 100 cxII (a 80 kV). Todos os
capilares observados foram fotografados a uma ampliacio constante (x8000).
Preparou-se provas em papel (ampliagdo final de x24000) as quais foi atribuido um
nimero de codigo. Estas provas foram analisadas para avaliagio semi-quantitativa
da actividade pinocitética (densidade de vesiculas) em células endoteliais de
capilares cerebrais e do edema cerebral. Na Tabela 3 indica-se os graus
considerados e o seu significado em relacao aos dois pardmetros.

Tabela 3 - Classificago da actividade pinocitética e do edema cerebral.

Actividade pinocitotica Edema cerebral

Grau 0 Inexistente Inexistente
Grau |  Ligeira Ligeiro

Grau 2  Moderada Moderado
Grau 3 Acentuada Acentuado

1.4.1. Estudo morfologico das acgdes de alguns farmacos

Os fdarmacos, doses utilizadas, a via de administragdo e o tempo antes da apli-
cagao do frio em que foram administrados encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Farmacos utilizados no estudo morfoldgico e suas doses, vias e tempos de administragio.

Tempo antes da

Fdarmaco Dose Via de administragdo aplicagdo de frio
Fenoxibenzamina 10 mg/kg intraperitoneal 24 horas
Clembuterol 1 mg/kg intraperitoneal 15 minutos
Vimblastina 0,8 mg/kg endovenosa 48 horas

2. MODELO EXPERIMENTAL DE CELULAS ENDOTELIAIS DE CAPILARES
CEREBRAIS CULTIVADAS EM MONOCAMADA POLARIZADA

Neste modelo foram utilizados encéfalos de Boi obtidos imediatamente apds
abate no matadouro (Steve's Meat Market, DeSoto, Kansas, E.U.A.).
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2.1 Isolamento de células endoteliais de capilares cerebrais

ApOs a sua remogdo, os encéfalos (2 a 3) dos animais abatidos foram
imediatamente colocados em 300 ml de uma solucdo estéril e arrefecida em gelo de
MEM (minimum essential medium/Eagle's modified) a 9,5 mg/ml e contendo
ainda 11,92 mg/ml de HEPES, 50 ug/ml de polimixina B e de gentamicina e 2,5
pg/ml de anfotericina B, com o pH ajustado a 7,4.

Uma vez no laboratério, colocou-se os encéfalos numa ciAmara de fluxo laminar,
Retirou-se em seguida os cerebelos e os troncos cerebrais e colocou-se o cérebro
numa solucdo de tampdo fosfato salino (solugdo contendo cloreto de sédio 129
mM, cloreto de potdssio 2,5 mM, hidrogenofosfato de sédio 7,4 mM e di-
hidrogenofostato de potdssio 1,3 mM) arrefecida a 4 OC e contendo 300 ug/ml de
penicilina G e de estreptomicina (TFS3x). Utilizando material esterilizado, retirou-
se as meninges e os vasos sanguineos da superficie do cérebro, colocando o
restante cérebro numa solucdo de TFS3x. Com uma ldmina esterilizada, separou-se
a substancia cinzenta do restante cérebro e cortou-se este material em fragmentos
com cerca de | mm?3. A cada 50 g de substincia cinzenta assim obtida adicionou-se
4 ml de uma solugdo de dispase esterilizada (125 mg de dispase por ml de MEM).
Esta mistura foi colocada num banho de agitagdo a temperatura de 37 ©C durante
30 minutos e foi agitada a uma frequéncia de 100 oscilagdes por minuto. Apds esta
agitacdo, adicionou-se um volume de MEM esterilizado (9,5 mg/ml, contendo
ainda 6,05 mg/ml de TRIS base, 50 pg/ml de polimixina B e de gentamicina e 2,5
pg/ml de anfotericina B, com o pH ajustado a 9,4) idéntico ao volume total de
substdncia cinzenta obtida e colocou-se esta mistura no banho de agitagdo (37 °C,
100 oscilagdes/minuto) durante 120 minutos.

ApoOs esta digestao, centrifugou-se a mistura a 1000xg¢ durante 10 minutos. O
sobrenadante foi rejeitado e ressuspendeu-se o sedimento em 500 ml de uma
solugdo esterilizada de dextrano (peso molecular médio de 70000) a 13 %
(peso/volume) contendo 40 ug/ml de gentamicina, 50 ug/ml de polimixina B, 2,5
pg/ml de anfotericina B, 10 % (volume/volume) de MEM e 5 % (volume/volume)
de HEPES IM). A solugao obtida foi centrifugada a 5800xg durante 10 minutos.
Rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 20 ml de uma
solugdo esterilizada de colagenase/dispase (1 mg/ml de colagenase e dispase em
MEM a pH 7,4). Esta solugdo foi colocada no banho de agitagao (37 °C, 100
oscilagoes/minuto) durante 4,5 horas.

Efectuou-se nova centrifugacao durante 10 minutos a 1000xg. O sobrenadante
foi rejeitado e o sedimento ressuspendido em 8 ml de uma solugio de MEM (pH
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7,4). Colocou-se cuidadosamente esta mistura em cima de uma solugdo de Percoll
esterilizada e previamente centrifugada (gradiente de Percoll) (para preparar o
gradiente de Percoll, centrifugou-se uma solugdo contendo 15 ml de solugdo de
MEM, 7,5 ml de HEPES IM, 75 ml de Percoll e 52 ml de 4gua desionizada
durante 1 hora a 4 OC a 26000xg). Centrifugou-se esta mistura durante 10 minutos
a 1000xg, no fim do que se obteve trés camadas distintas. Com o auxilio de uma
seringa esterilizada, retirou-se a camada intermédia, correspondente 2 fracgdo
contendo as c€lulas endoteliais dos capilares. Dissolveu-se esta fraccio em 50 ml
de meio de cultura. Este meio era constituido por uma mistura dos meios MEM e
HAM's F12 na propor¢do de 1:1, contendo ainda 10 mM de HEPES pH 7.4, 13
mM de bicarbonato de sédio, 100 pg/ml de estreptomicina e 100 pg/ml de
penicilina G. Centrifugou-se esta solugdo durante 10 minutos a 1000xg,
ressuspendeu-se o sedimento em 50 ml de meio de cultura e voltou-se a centrifugar
durante 10 minutos a 1000xg. O sedimento obtido foi ressuspendido em 40 ml de
uma solugao contendo 70 % de meio de cultura, 20 % de soro equino e 10 % de
dimetilsulféxido. Desta solugdo, retirou-se aliquotas de 1,8 ml que foram colocadas
em criotubos. Colocou-se os criotubos em arca congeladora a -70 °C, temperatura
suficiente para manter vidveis as células endoteliais por um periodo de cerca de
dois meses.

2.2.Cultura em monocamada polarizada de células endoteliais de capilares
cerebrais

As cé€lulas endoteliais dos capilares cerebrais isoladas pelo processo acima
descrito foram utilizadas para produzir uma cultura em monocamada polarizada.

Antes do 1nicio do processo de cultura propriamente dito, foi feita uma
contagem de c€lulas de um dos criotubos previamente obtidos. As células foram
contadas apds a congelacdo para que as células mortas pelo processo de congelagio
fossem excluidas. A contagem foi feita num hemocitémetro apés adicdo de 250 pl
da suspensdo de células a 400 ul do corante violeta cristal.

ApOGs a contagem do niimero de células por criotubo, utilizou-se um niimero de
criotubos suficiente para que a sementeira fosse feita com uma densidade de 50000
células por cm? de superficie a semear. O contelido desses criotubos foi vertido
para um tubo e completado com meio de cultura de células esterilizado até 8 ml.
Este meio era composto por 90% de meio de cultura MEM:HAM's F12 (ver 2.1.)
€ 10% de soro equino, contendo ainda 50 pg/ml de polimixina B e 2,5 ug/ml de
anfotericina B, pH 7,4.
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Centrifugou-se estes 8 ml de suspensao de células durante 10 minutos a 1000xg.
Ressuspendeu-se o sedimento em 8 ml de meio de cultura de células e voltou-se a
centrifugar sob as mesmas condigoes. Esta operacio foi repetida mais uma vez (trés
centrifugagdes no total).

Efectuou-se a dltima ressuspensio num volume de meio de células acrescentado
de heparina (3ul/l). O volume de meio de cultura utilizado foi de 15 ml
multiplicado pelo nimero de placas de Petri a semear.

Semeou-se cada placa de Petri com um volume de 15 ml de suspensio de
células. Todas as operagbes acima descritas, com a excepgio das centrifugagoes,
foram efectuadas em cadmara de fluxo laminar utilizando material esterilizado.

As placas de Petri onde foi feita a sementeira das células endoteliais foram
previamente sujeitas ao tratamento que a seguir se descreve.

Usou-se placas de Petri (Corning, E.U.A.) de pldstico, com didmetro interno de
8,7 cm. Cobriu-se as placas com uma quantidade de 0,1 ml por cm? de uma
solucao de colagénio da cauda de Rato (3 mg/ml numa solucdo de dcido acético a
0,1%). Em cada placa, colocou-se 14 a 16 membranas de policarbonato (Costar,
E.U.A.) com 13 mm de didmetro e com um tamanho de poro de 3 um. Removeu-
se 0 excesso de colagénio das placas de maneira a que estas ficassem totalmente
cobertas com a minima quantidade possivel. Colocou-se as placas durante 30
minutos em Aotte numa atmosfera rica em aménia. Apds esta operagao, esterilizou-
se as placas em camara de fluxo laminar debaixo de luz ultravioleta durante 60 a 90
minutos. Ao fim deste periodo de tempo, cada placa foi coberta com 0,1 ml por
cm?® de uma solugdo esterilizada de fibronectina (50 ug/ml em tampdo fosfato sali-
no). Removeu-se a fibronectina em excesso 30 minutos apds a sua adigdo as placas.

Apds a sementeira, colocou-se as placas numa incubadora (Forma Scientific,
Inc., Model 3033, Marietta, Ohio, EUA) a 37 ©C, sob uma atmosfera com 99% de
saturagdo de humidade e 5% de didxido de carbono. Ao fim dos 3 primeiros dias
na incubadora, mudou-se o meio de cultura das placas. A mudanga foi efectuada
em cdmara de fluxo laminar, e o meio utilizado foi 0 meio de cultura de células
(ver acima) sem polimixina B. Este meio foi mudado cada 2 dias. Sob estas
condi¢oes, desenvolveu-se em cada placa uma monocamada confluente de células

endoteliais polarizadas ao fim de 10 a 12 dias.

2.3.Estudo do transporte de fluoresceina sédica através de monocamadas
polarizadas de células endoteliais de capilares cerebrais

Estudou-se o transporte da fluoresceina sddica através das monocamadas
polarizadas anteriormente obtidas (ver 2.1.). Apds estabelecimento de confluéncia
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das c€lulas em cultura (ver fotografia em Resultados, 2.1.), retirou-se
cuidadosamente a membrana do fundo das placas de Petri e colocou-se a mesma
entre as duas camaras de vidro do dispositivo de difusdo para estudos de transporte
transendotelial Side-by-Side® (Crown Glass Inc, E.U.A.), tal como representado
na Figura 3.

aguaa 37 °C

camara dadora F camara receptora

30 ml| 30 ml

PBS

Sl
; barra de agitacao

células endoteliais
18] de capilares cerebrais
colagénio da
cauda de rato

membrana
i AN

policarbonato

Figura 3 - Corte esquemdtico de um dispositivo de difusdo para estudos de transporte transendotelial

Side-by-Side.

As camaras foram previamente aquecidas a 37 OC através da circulagdo de dgua
(Figura 3) e foram mantidas nestas condi¢des ao longo de toda a experiéncia.

Apds colocacdo da membrana, procedeu-se ao aperto das duas metades do
dispositivo, de forma a ndo haver fugas de liquidos. Imediatamente apds o fecho
das duas cidmaras, adicionou-se a cada cdmara 3 ml de tampio fosfato salino
modificado (solucao de tampdo fosfato salino contendo ainda 0,63 mM de cloreto
de cdlcio, 0,74 mM de sulfato de magnésio, 5,3 mM de glicose e 0,1 mM de 4cido
ascorbico). Adicionou-se a uma das cdmaras (cdmara dadora) uma aliquota de
fluoresceina sédica por forma a obter uma concentragio final na cidmara de 25
pg/ml. Em seguida, colocou-se uma barra de agitagdo magnética em cada uma das
camaras € iniciou-se a agitagdo a 600 rotagdes por minuto (agitador magnético
Crown Glass Inc, E.U.A)).
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Definiu-se o momento do comego da agitagio como o tempo zero da
experiéncia. Retirou-se uma amostra de 200 ul da cAmara receptora nos tempos 2,
10, 20, 30, 40, 55 e 70 minutos apds o tempo zero. Este volume foi reposto com
200 ul de tampdo fosfato salino modificado apds a coleccio de cada amostra.
Colocou-se cada amostra recolhida numa cuvete de pldstico e acrescentou-se 1,8 ml
de tampao fosfato salino modificado.

Doseou-se a fluoresceina sédica nas amostras assim diluidas (ver 2.3.2.). Em
algumas experiéncias, substituiu-se a glicose do tampido fosfato salino modificado
por 6-desoxi-d-glicose, numa concentragdo de 50 mM. Nestas experiéncias, usou-
se exclusivamente este tampao, quer para adigdo as cimaras quer para dissolu¢do
da fluoresceina sddica e dos farmacos utilizados.

Foram feitos dois tipos de experiéncias: para estudo do transporte no sentido
apical-basal e para estudo do transporte no sentido inverso, i.e., basal-apical. Os
protocolos sdo absolutamente idénticos, excepto na orientagio da membrana
contendo a monocamada, dado que nas condigdes de cultura das células, estas
desenvolvem polaridade (GuwLor et al.,, 1990), ficando o seu polo basal
(correspondente ao lado abluminal ou cerebral) aderente a membrana e o seu polo
apical (correspondente ao lado luminal ou do sangue) do lado oposto. Assim, no
estudo do transporte no sentido apical-basal as membranas foram colocadas de
forma a que o lado contendo as células ficasse virado para a cimara dadora e,
inversamente, no estudo do transporte no sentido basal-apical as membranas foram
colocadas de forma a que o lado contendo as células ficasse virado para a cdmara
receptora.

2.3.1. Estudo das acgoes de alguns fdrmacos no transporte de fluoresceina
sodica através de monocamadas polarizadas de células endoteliais de

capilares cerebrais.

Estudou-se o efeito de diversos farmacos no transporte da fluoresceina sodica
através das monocamadas polarizadas de células endoteliais. Este estudo foi feito
no transporte em ambos os sentidos, i.e., no sentido apical-basal € no sentido
basal-apical. Os farmacos utilizados em cada tipo de experiéncia, as suas doses, o0
tempo em que foram administrados, a cdmara onde foram adicionados e o tipo de
tampdo utilizado estao descritos nas tabelas 5a e 5b. Todos os farmacos utilizados
foram dissolvidos numa solugdo de tampdo idéntica a utilizada nas cimaras numa
concentragao tal que a adi¢do de um volume de 50 ul a cdmara resultou na
concentracao final descrita.
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Tabela 5a - Firmacos utilizados no estudo do transporte no sentido apical-basal. Sdo também
indicadas as concentragbes utilizadas, o tempo de administragdo, a cimara na qual se administrou o
tirmaco e o tipo de tampio utilizado (TFSM - Tampio fosfato salino modificado; TFSM +6dG -
Tampao fosfato salino modificado em que os 5,3 mM de glicose foram substituidos por 50 mM de

6-desoxi-d-glicose).

Farmaco Concentragdo Tempo Camara Tampao
Noradrenalina 107 M 30 minutos  Receptora TFSM
106 M 30 minutos  Receptora TFSM
105 M 30 minutos  Receptora TESM
10 M 30 minutos Receptora TFSM+6dG
107 M 30 minutos  Dadora TFSM
Adrenalina 107 M 30 minutos  Receptora TFSM
10¢ M 30 minutos  Receptora TFSM
Clembuterol 107 M 30 minutos  Receptora TFSM
107" M 30 minutos Receptora TFSM+6dG
Fenilefrina 107 M 30 minutos  Receptora TFSM
Prazosina 107 M 30 minutos  Receptora TFSM
Vingristina 106 M 0 minutos  Receptora TFSM

Tabela 5b - Fdrmacos utilizados no estudo do transporte no sentido basal-apical. Sdo também
indicadas as concentragdes utilizadas, o tempo de administragdo, a cAmara na qual se administrou o

fdrmaco e o tipo de tampio utilizado (TFSM - Tampio fosfato salino modificado).

Fdarmaco Concentmgjo Tempo Camara Tampdo
Noradrenalina 107M 30 minutos  Dadora TFSM
Adrenalina 107 M 30 minutos  Dadora TFSM
Clembuterol 107 M 30 minutos  Dadora TESM

Nota: os farmacos adicionados aos 30 minutos foram-no imediatamente apds a

colecgdo da amostra do minuto 30 e a respectiva reposi¢do do volume.
2.3.2. Doseamento da fluoresceina siédica

Doseou-se a fluoresceina sddica nas amostras recolhidas ao longo da experiéncia
e posteriormente acrescentadas de 1,8 ml do tampdo respectivo (volume final de 2
ml, ver 2.2.). O doseamento foi feito por espectrofotofluorimetria, utilizando um
espectrofotofluorimetro SLM-AMINCO Model 4800 (E.U.A.). Os comprimentos
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de onda de excitacdo e de emissao utilizados foram de, respectivamente, 490 e 520
nm. A concentragdo das amostras foi obtida por interpolagdo grafica numa recta
padrao, recta esta obtida com amostras de concentracdo conhecida.

Para o cidlculo do valor da concentra¢do de fluoresceina sédica em cada amostra
foi levada em conta a diluigdo induzida pela reposicio do volume de tampao na
cdmara receptora no fim de cada colec¢do de amostra.

2.3.3. Método de apresentagao dos resultados

O valor absoluto do transporte de fluoresceina sédica através da monocamada
polarizada foi calculado segundo o método de Aupus er al. (1988). Como medida
de permeabilidade da monocamada determinou-se o "coeficiente de permeabilidade
aparente” (P), expresso em cm/s, que € calculado pela férmula:

po X
At -Cp

em que X representa a quantidade de fluoresceina sddica, em moles, na cdmara
receptora ao fim do tempo ¢ (em segundos), A representa a drea de difusdo (0,636
cm?) e Cp, representa a concentragao de fluoresceina sédica na cimara dadora (em
moles/cm?3). O cdlculo deste coeficiente destina-se a comparar o valor absoluto do
transporte no sentido apical-basal com o mesmo valor no sentido basal-apical.

Apos obtengdo dos valores das concentragdes de cada amostra em cada
experiéncia, construiu-se uma recta representando essas concentragdes ao longo do
tempo (Figura 4).

pg/ml

Figura 4 - Grifico representando a concentragio de fluoresceina sédica na cimara receptora ao longo

do tempo (pontos) e respectiva recta de regressio (recta).
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Para o estudo dos efeitos dos formacos, optou-se por fazer uma comparagio
entre o declive da recta obtida antes da adi¢do do farmaco (i.e., com os tempos 2,
10, 20 e 30 minutos) e da recta obtida depois da adi¢do do farmaco (i.e., com os
tempos 40, 55 e 70 minutos). Os resultados sdo calculados segundo a férmula:

declive apo i
I e ' e apos o farmaco < 100%
declive antes do férmaco

As rectas foram calculadas através de uma regressio linear. Apenas se
considerou as experiéncias cujas rectas apresentaram um coeficiente de correlagdo
superior a 0,95.

3. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados de todas as experiéncias em que se mediu varidveis continuas sio
expressos pelas médias aritméticas e erros padrdo da média.

Para inferéncia estatistica das diferengas entre dois grupos utilizou-se o teste t de
Student para valores emparelhados ou independentes. Para comparagdes miiltiplas
utilizou-se a andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de Newman-Keuls
(Hays 1988).

Os resultados das experiéncias onde se mediu varidveis ordinais (quantificacio,
por graus, da pinocitose e do edema cerebral em microfotografias) sdo expressos
pelas medianas e distribuicdo de frequéncias. Utilizou-se para inferéncia estatistica
da diferenga entre grupos o teste do x quadrado aplicado a tabelas de K colunas por
J linhas.

O nivel de significancia estatistica foi colocado em 5%.

4. FARMACOS E OUTRAS SUBSTANCIAS UTILIZADOS

Azul de Evans (Merck, Darmstadt, Alemanha); Cloridrato de fenoxibenzamina
(Smith, Klein and French, Filadélfia, PA, E.U.A.); Heparina (Solupharm,
Melsungen, Alemanha); Tartarato de Metoprolol (Ciba-Geigy SA, Basileia, Suiga);
Soro equino (HyClone Laboratories, Logan, UT, E.U.A.); Pentobarbital sédico
(Abbot, Lisboa, Portugal); F12 Ham's Nutrient Mix; Minimum Essential Medium
Eagle's modified (MEM) (Hazelton Biologics Inc., Lenexa, KS, E.U.A.); Bitarta-
rato de (-)-adrenalina; Anfotericina B; Hidrocloreto de clembuterol; Colagenase;
Colagénio da cauda de Rato; Dexametasona; Dextrano (p.m. aprox. 70000);
Dispase; Sulfato de estreptomicina; Hidrocloreto de fenilefrina; Fibronectina de
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plasma bovino; Fluoresceina sédica; Sulfato de gentamicina; HEPES: Bitartarato
de (-)-isoprenalina; (-)-noradrenalina; Penicilina G: Sulfato de polimixina B;
Hidrocloreto de prazosina; Maleato de timolol; TRIS; Sulfato de vimblastina;
Sulfato de vincristina (Sigma Chemical Company, S. Luis, MO, E.U.A.)
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III - RESULTADOS

1. MODELO EXPERIMENTAL DE EDEMA CEREBRAL VASOGENICO INDUZIDO PELO
FRIO

1.1. Contetido de dgua cerebral ao longo do tempo

Estudou-se o contetido de dgua nos hemicdrtices direito e esquerdo de Ratos
submetidos a aplicagdo de frio. Verificou-se que, em relagdo aos valores do
conteido de dgua em hemicdrtices de Ratos ndo submetidos a aplicacdo de frio
(79,17+£0,21%, n=6), houve um aumento significativo nos tempos de 60
(80,904+0,48%, n=4), 120 (82,19+0,28%, n=5) ¢ 180 (84,42+0,50%, n=4)
minutos apos aplica¢do do frio, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa
nos tempos de 5 (79,87+0,44%, n=4) e 30 minutos (80,29+0,16%, n=4) e 24
horas (77,94+0,63%, n=4). A curva de contetido de dgua no hemicértex direito
ao longo do tempo assim obtida encontra-se representada na Figura 1.

85%
84% |
83% |
82% | ¢
81% | &

so% §°*

% agua

79% |
78% | I

77% i . - .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

minutos

Figura | - Contetido de dgua no hemicértex lateral direito 5, 30, 60, 120, 180 minutos e 24 horas
ap6s aplicagdo do frio. O valor no tempo zero representa o valor dos animais nio submetidos a

aplicagio de frio. Os pontos e os tragos representam as médias aritméticas e os erros padrio da taxa

do conteiido de dgua.
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Em nenhum dos tempos estudados se verificou qualquer diferenga entre o
conteido de dgua no hemicdrtex esquerdo e o mesmo contelido, em ambos os
hemicortices, em animais nao submetidos a aplicagio do frio.

Em face destes resultados decidiu-se adoptar o tempo de 120 minutos de espera
para o estudo dos efeitos de firmacos. As razoes para esta escolha estio também
relacionadas com os resultados obtidos com os doseamentos de azul de Evans, pelo
que serao descritas em conjunto mais adiante.

1.2. Efeitos dos firmacos no conteiido de d4gua cerebral

As doses e tempos utilizados na administracio dos fdrmacos encontram-se
descritas no capitulo Material e Métodos.

A andlise estatistica dos valores do contetido de dgua nos hemicértices esquerdos
dos grupos estudados revelou ndo existir diferenca significativa entre eles. Os
valores apresentados referem-se ao hemicortex direito, e foram comparados com o
valor de controlo (82,19+0,28%, n=5).
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conteldo de agua
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Figura 2 - Contelido de dgua no hemicértex lateral direito 120 minutos ap6s aplicagdo do frio em
animais controlo (Cont), ou tratados com fenoxibenzamina (10 mg/kg, PBZ), clembuterol (1 mg/kg,
CLE), clembuterol (1 mg/kg) na presenga de timolol (1 mg/kg, CLE+TIM), isoprenalina (0,25
mg/kg, [SO), vimblastina (0,8 mg/kg, VIM) ou dexametasona (2,5 mg/kg, DEX). A altura das
colunas representa as médias aritméticas e os erros padrio do contelido de dgua.

*  Significativamente diferente do controlo (Newman Keuls)

#%  Significativamente diferente do clembuterol (Newman Keuls)
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1.2.1. Fenoxibenzamina

A administracdo prévia do antagonista irreversivel dos adrenoceptores alfa
fenoxibenzamina, reduziu significativamente o conteido de dgua cerebral no
hemicértex direito (78,3+0,50%, n=4) em relacdo ao controlo (Figura 2).

1.2.2. Clembuterol

A administragdo prévia do agonista selectivo dos adrenoceptores beta,
clembuterol, reduziu significativamente o contetido de 4gua cerebral no hemicértex
direito (79,64 +0,47%, n=4) em relagdo ao controlo (Figura 2).

Para esclarecermos se o efeito obtido com o clembuterol era efectivamente
mediado pela sua accdo sobre os receptores adrenérgicos beta, estuddmos o efeito
do clembuterol em ratos previamente injectados com um bloqueador adrenérgico
beta ndo selectivo, o timolol. Nestes animais, o contetido de dgua no hemicértex
direito foi de 82,13+0,19%, n=3, valor este significativamente diferente do dos
animais injectados apenas com o clembuterol (79,64+0,47%, n=4) e ndo
significativamente diferente do valor do controlo (Figura 2).

85%

84% |

83%

conteudo de agua

82%

Cont CLE

Figura 3 - Conteido de dgua no hemicortex lateral direito 180 minutos apés aplicagdo do frio em
animais controlo (Cont) ¢ animais tratados com o clembuterol 120 minutos apés aplicagao do frio
(CLE). A altura das colunas representa as médias aritméticas e os erros padrdo do contetdo de dgua.

*  Significativamente diferente do controlo (p=0,013, t independente)
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No sentido de esclarecer se o clembuterol exibe algum efeito de redugdo do
edema cerebral apds a instalagio deste, estudou-se o efeito do clembuterol
administrado 2 horas apds a aplica¢do do frio.

Verificou-se uma redugdo estatisticamente significativa (p=0,015, t indepen-
dente) no conteido de dgua do hemicértex direito nos animais tratados com o
clembuterol (82,50+0,27, n=4) em relagdo aos controlos (84,42+0,50, n=4)
(Figura 3). Nao se verificou diferengas significativas nos teores de dgua do
hemicdrtex esquerdo entre os animais tratados e os respectivos controlos.

1.2.3. Isoprenalina

A administragdo intraperitoneal do agonista ndo selectivo dos adrenoceptores
beta isoprenalina ndo modificou de forma estatisticamente significativa o contetido
de agua no hemicortex direito (81,50+0,50%, n=4) em relagdio ao controlo
(Figura 2).

1.2.4. Dexametasona

Estudou-se o efeito da dexametasona, uma vez que foi demonstrada a sua
eficdcia na redugdo do conteido de dgua em alguns modelos de edema cerebral,
nomeadamente o edema cerebral induzido por tumores. No nosso modelo
experimental, a dexametasona nao alterou significativamente o conteddo de dgua no
hemicdrtex direito (82,76+0,37, n=4) em relagdo ao controlo (Figura 2).

1.2.5. Vimblastina

Para esclarecermos o papel da pinocitose na formagdo do edema cerebral neste
modelo, estudou-se o efeito da vimblastina, farmaco descrito como inibidor da
formagao de microtibulos, impedindo por este meio a formagdo de vesiculas de
pinocitose (LarssoN et al. 1979, RocaLsky ef al. 1984, KerLy 1990). A vimblastina
reduziu significativamente o contetido de dgua no hemicértex direito (80,2340,27,
n=6) em relagao ao controlo (Figura 2).

1.3. Contetido de azul de Evans ao longo do tempo

Estuddmos a passagem de azul de Evans para os hemicdrtices direito e esquerdo
de animais submetidos a aplicagdo de frio. Todos os animais que utilizimos neste
tipo de experiéncias apresentavam, na zona do cérebro subjacente ao local de
aplicagdo do frio, uma marcada coloragao azul, indicando extravasamento de azul

de Evans para essa regido (hemicértex direito). Esta primeira observagao
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macroscopica foi confirmada pelos dados quantitativos, jd que verificdimos que, em
relacdo aos valores do contelido de azul de Evans em hemicdrtices de ratos nao
submetidos a aplicacio de frio (2,5+0,4 pg/mg, n=4), houve um aumento
significativo em todos os tempos estudados, i.e., 60 (29,754+0,35 ug/mg, n=3),
120 (45,4043,78 pg/mg, n=7), 180 (59,96+7,93 pug/mg, n=4) e 240
(26,03+£7,26 pg/mg, n=4) minutos e 24 horas (23,05+2,55 ug/mg, n=3) apds
aplicacdo do frio.

A curva de contelido de azul de Evans no hemicdrtex direito ao longo do tempo
assim obtida encontra-se representada na Figura 4. Escolheu-se neste caso como
medida da passagem do azul de Evans o seu valor absoluto no tecido cerebral
(expresso em ug de azul de Evans por mg de tecido) e ndo a taxa de extrac¢do,
visto que ao fim das 24 horas (maior tempo de espera utilizado), as concentracdes
plasmdticas do marcador eram muito baixas, impossibilitando a comparagio com
tempos onde essas concentracoes sao bastante superiores.
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Figura 4 - Valor absoluto de azul de Evans (em ug de azul de Evans por g de tecido) no hemicértex
lateral direito 60, 120, 180, 240 minutos e 24 horas apés aplicagdo do frio. O valor no tempo zero
representa 0 valor dos animais ndo submetidos a aplicagio de frio. Os pontos e os tragos

representam as médias aritméticas e os erros padrio da taxa de extracgio do azul de Evans.

Em nenhum dos tempos estudados se verificou qualquer diferenga entre o
conteido de azul de Evans no hemicértex esquerdo e o mesmo conteido em
animais nao submetidos a aplicagdo do frio.
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Escolheu-se o tempo de espera de 120 minutos apés aplicagio do frio (tal como
para o contetido de dgua) para se testar os efeitos dos firmacos administrados antes
da citada aplicacdo pelos motivos seguintes:

I - Ao fim de 120 minutos verifica-se j& um aumento significativo quer do teor
de dgua quer do contelido de azul de Evans, o que torna este tempo
apropriado para estudo de eventuais alteragdes (principalmente redugdes)
mediadas por farmacos;

2 - O raciocinio anterior é também vilido para os tempos de 180 ou 240 minu-
tos, mas estes apresentam os inconvenientes praticos quer do maior tempo
despendido com cada experiéncia quer da necessidade de nova administracio
de anestésico na maioria dos animais. Na generalidade, tempos mais longos
implicam também uma diminui¢do das concentragdes plasmdticas dos far-
macos a estudar, com a consequente e indesejdvel diminui¢do do seu efeito.

1.4. Efeitos dos fairmacos no contetido de azul de Evans

descritas no capitulo Material e Métodos.

As doses e tempos utilizados na administragio dos firmacos encontram-se
A andlise estatistica dos valores da taxa de extrac¢ao do azul de Evans nos hemi-

cortices esquerdos dos grupos estudados revelou ndo existir diferenga significativa
entre eles. Os valores apresentados referem-se a taxa de extrac¢do no hemicortex
direito, e foram comparados com o valor de controlo de 3,734+0,42%, n=6
(Figura 5).
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Figura 5 - Taxa de extrac¢do do azul de Evans no hemicértex lateral direito 120 minutos apos
aplicagdo do frio em animais controlo (Cont), ou tratados com fenoxibenzamina (10 mg/kg, PBZ),
clembuterol (1 mg/kg, CLE), clembuterol (1 mg/kg) na presenca de timolol (1 mg/kg, CLE+TIM),
clembuterol (1 mg/kg) na presenga de metoprolol (10 mg/kg, CLE+MET), timolol (1mg/kg, TIM)
isoprenalina (0,25 mg/kg, 1S0), vimblastina (0,8 mg/kg, VIM) ou dexametasona (2.5 mg/kg,
DEX). A altura das colunas representa as médias aritméticas e os erros padrio da taxa de extracgao
do azul de Evans.

H#

Significativamente diferente do controlo (Newman Keuls)

**  Significativamente diferente do clembuterol (Newman Keuls)

1.4.1. Fenoxibenzamina

A administragio de fenoxibenzamina reduziu significativamente a taxa de
extrac¢ao do azul de Evans no hemicértex direito (1,88+0,32%, n=5) em relacio
ao controlo (Figura 5).

1.4.2. Clembuterol

A administracdo de clembuterol reduziu significativamente a taxa de extracgio
do azul de Evans no hemicdrtex direito (1,504£0,25%, n=5) em relagdo ao
controlo (Figura 5).

O efeito redutor da taxa de extracgdo do azul de Evans no hemicértex direito
verificado com o clembuterol foi revertido de forma estatisticamente significativa
pela administragdo prévia do timolol (3,01+0,25%, n=4). A taxa de extrac¢io
obtida nao € significativamente diferente da obtida nos animais controlo (Figura 5).

Administrado isoladamente, o timolol ndo modificou de forma significativa a
taxa de extracgao do azul de Evans (3,33+0,30%, n=4) (Figura 5).

Para esclarecermos se o efeito mediado pelo clembuterol era efectivamente
mediado por receptores adrenérgicos do subtipo beta,, estuddmos o efeito do
clembuterol em animais previamente injectados com o antagonista selectivo dos
adrenoceptores do subtipo beta;, metoprolol. Nestes animais, a taxa de extraccio
do azul de Evans no hemicdrtex direito foi de 2,04+0,30%, n=4, valor que nio é
significativamente diferente do dos animais tratados apenas com o clembuterol,
mas € significativamente diferente da dos animais controlo (Figura 5).
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Nos animais injectados com clembuterol 2 horas apds aplicagdo do frio, a taxa
de extracgdo do azul de Evans no hemicértex direito (2,59+0,28%, n=4) foi
significativamente menor (p=0,0011, t independente) que a dos respectivos
controlos (4,99+0,49%, n=5) (Figura 6). Nio se verificou diferenca
estatisticamente significativa na taxa de extracgio do azul de Evans no hemicértex
esquerdo entre 0s animais tratados e os controlos .
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Figura 6 - Taxa de extracgdo do azul de Evans no hemicortex lateral direito 180 minutos apds
aplicagdo do frio em animais controlo (Cont) e animais tratados com o clembuterol (1 mg/kg) 120
minutos apds aplicagdo do frio (CLE). A altura das colunas representa as médias aritméticas e os
erros padrdo da taxa de extracgio do azul de Evans.

* Significativamente diferente do controlo (p=0,0011, t independente)
1.4.3. Isoprenalina

A administracdo intraperitoneal de isoprenalina ndo modificou de forma
estatisticamente significativa a taxa de extrac¢do do azul de Evans no hemicdrtex
direito (3,95+0,13%, n=3) em relagdo ao controlo (Figura 5).

Dado que a isoprenalina € uma molécula que ndo atravessa a barreira
hematoencefdlica (Gorman er al. 1987), procedemos a sua administra¢do por via
intracerebroventricular (ver Material e Métodos, 1.3.). Utilizimos neste caso o
tempo de espera de 1 hora (e ndo de 2 horas como na maioria das experiéncias),
dado que a isoprenalina estd sujeita a metabolizagdo no tecido cerebral (pela enzima
catecol-o-metil-transferase), com a consequente perda rdpida de efeito.
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Os animais injectados com este firmaco apresentaram uma taxa de extrac¢io do
azul de Evans no hemicértex direito de 1,86+0,06% (n=5), valor este que é
significativamente menor (p=0,0001, t independente) que o dos respectivos contro-

los (3,75£0,22%, n=4). (Figura 7). Ndo se verificou diferenca estatisticamente
significativa na taxa de extracgdo no hemicdrtex esquerdo entre os animais tratados
€ 0s controlos.
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Figura 7 - Taxa de extracgio do azul de Evans no hemicértex lateral direito 60 minutos apds
i aplicagdo do frio em animais controlo (Cont) e animais injectados com isoprenalina por via
‘ intracerebroventricular (100 pug/10ul) 10 minutos antes da aplicagio do frio (ISO). A altura das
‘ colunas representa as médias aritméticas e os erros padrio da taxa de extracgdo do azul de Evans.

*  Significativamente diferente do controlo (p=0,0001, t independente)
1.4.4. Dexametasona

Os animais injectados com dexametasona apresentaram uma taxa de extracgdo
do azul de Evans no hemicdrtex direito de 3,74+0,19% (n=4), valor que ndo €
significativamente diferente do verificado nos animais controlo (Figura 5).

1.4.5. Vimblastina

A administragdo de vimblastina reduziu significativamente a taxa de extraccdo
do azul de Evans no hemicdrtex direito (1,96+0,19%, n=6) em relagdo ao
controlo (Figura 5).
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1.5. Estudo morfoldgico por microscopia éptica e ultrastrutural

1.5.1. Animais com aplicagdo de frio: hemicértex direito e esquerdo

No hemicortex esquerdo (controlo, ndo exposto ao frio) o tecido cerebral estd
muito bem conservado, mostrando a sua grande riqueza em capilares (Figura 8a).
A nivel ultrastrutural os capilares mostravam perfeita confluéncia com o tecido
circundante, sem espagos vazios, sem sinais de edema nos poddcitos, € com a
conhecida escassez de vesiculas de micropinocitose e presenca de juncdes apertadas
integras entre as células endoteliais dos capilares (Figura 8b).

No hemicortex direito, o tecido subjacente a aplicacio do frio mostrava
abundante edema com disrupcdo e apagamento das estruturas pericapilares (Figura
9). Estes aspectos eram também observdveis na microscopia electrénica, podendo
ainda ver-se irregularidades no contorno das membranas das células endoteliais e
uma maior frequéncia de vesiculas de pinocitose. Ndo se observou abertura das
jungoes apertadas (Figura 9b).

1.5.2. Efeito dos farmacos

No hemicortex direito de ratos tratados com fenoxibenzamina (Figura 10) ou
vimblastina (Figura 11) previamente 4 exposi¢do ao frio, o edema era discreto ou
mesmo invisivel, observando-se um reduzido nimero de vesiculas de pinocitose
(Figura 10b e 11b).

Nos ratos tratados com clembuterol previamente 4 exposi¢do ao frio, o edema
visivel era substancialmente menor que nos ratos controlo, salientando-se o menor
grau de disrupgdo e apagamento de estruturas pericapilares (Figura 12). A nivel
ultrastrutural observava-se uma grande densidade de vesiculas de pinocitose (Figura
12b).
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Figura 8 - Capilar do hemicdrtex esquerdo (controlo, ndo exposto ao frio). a - Fotografia de
microscopia dptica, onde se observa a integridade do tecido e vdrios capilares (¢). Barra=10 um. b
- Fotografia de microscopia electrénica. Ndo hd sinais de edema, as vesiculas de pinocitose sdo
escassas e pode observar-se jungdes apertadas integras (setas). Barra=1 yum.
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Figura 9 - Cortes de hemicdrtex direito de um animal submetido ao frio, onde se observa abundante
edema (E) com disrupgdo das estruturas pericapilares (%). a - Fotografia de microscopia éptica.
Barra=10 pm. b - Fotografias de microscopia electrénica. Note-se a irregularidade no contorno das
membranas das células endoteliais (¥), as abundantes vesiculas de pinocitose (setas pequenas) e a
integridade da jungao apertada. Barra=1 pm,
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Figura 10 - Cortes de hemicértex direito de um animal tratado com fenoxibenzamina 24 h antes da
aplicagdo do frio. a - fotogratia de microscopia dptica onde se observa sinais de edema muito ligeiro
(setas). c-capilares. Barra=10 um. b - fotografia de microscopia electrénica. Note-se a auséncia de

edema e a escassez de vesiculas de pinocitose. Barra=1 pm.
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Figura 11 - Cortes de hemicdrtex direito de um animal tratado com vimblastina 48 h antes da
aplicagdo do frio. a - fotografia de microscopia dptica onde se observa sinais de edema muito ligeiro
(setas). c-capilares. Barra=10 um. b - fotografia de microscopia electrénica. Note-se a auséncia de
edema e a escassez de vesiculas de pinocitose. Barra=1 um.
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Figura 12 - Cortes de hemicértex direito de um animal tratado com clembuterol 15 min antes da
aplicagdo do frio. a - fotografia de microscopia dptica onde se observa sinais de edema ligeiro
(setas). c-capilares. Barra=10 pm. b - fotografia de microscopia electrénica. Note-se o edema
ligeiro e a abundéncia de vesiculas de pinocitose. Barra=1 um.
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1.6. Avaliacdo semi-quantitativa do edema e actividade pinocitética nos
capilares cerebrais

Os resultados da avaliagdo semi-quantitativa, em 4 graus, do edema cerebral e
frequéncia de vesiculas de micropinocitose nas fotografias ultrastruturais de todos
o0s capilares observados estao referidos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Avaliagdo, por graus, do edema cerebral em fotografias ultrastruturais.

Grau de edema

Distribuigdo por graus (%)

Grupos mediana  grau 0 graul grau2 grau3 n
Controlo Esquerdo * 0 95,0 5,0 0,0 0,0 20

Frio| Controlo Direito 0,0 3,6 25,0 71,4 28
58,6 31,0 6,9 35 29
10,3 48,3 34,5 6,9 58

82,1 17,9 0,0 0,0 28

Fenoxibenzamina *
Clembuterol *

o~ O W

Vimblastina *

Avaliagdo semi-quantitativa do edema cerebral em fotografias ultrastruturais de coértex parietal
esquerdo de animais controlo (Controlo Esquerdo) e cortex parietal direito (lado de aplicagao do
frio) de animais controlo (Controlo Direito) e de cértex parietal direito de animais tratados com
fenoxibenzamina (10 mg/kg,), clembuterol (1 mg/kg,) e vimblastina (0,8 mg/kg,).

Graus: 0 - inexistente; 1- ligeiro; 2 - moderado; 3 - marcado

* - diferenga estatisticamente significativa quando comparado com o Controlo Direito (p<0,00001,

teste do x quadrado para tabelas de K colunas por J linhas)
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Tabela 2 - Avaliagio, por graus, da actividade pinocitotica das células endoteliais dos capilares

cerebrais em fotografias ultrastruturais.

Grau de actividade pinocitotica

Distribui¢ao por graus (%)

Grupos mediana grau 0 graul grau2 grau3 n
Controlo Esquerdo * 0 65,0 20,0 15,0 0,0 20
Frio| Controlo Direito 3 0,0 0,0 39,3 60,7 28
Fenoxibenzamina * 2 24,1 34,5 37,9 3.5 29
Clembuterol 3 1,7 15,5 26,6 55,2 58
Vimblastina # 2 17,9 28,6 35,17 17,8 28

Avaliagdo semi-quantitativa da actividade pinocititica das células endoteliais de capilares cerebrais

em fotografias ultrastruturais de cortex parietal esquerdo de animais controlo {Controlo Esquerdo) e

cértex parietal direito (lado de aplicagio do frio) de animais controlo (Controlo Direito) e de cortex

parietal direito de animais tratados com fenoxibenzamina (10 mg/kg,), clembuterol (I mg/kg,) e

vimblastina (0,8 mg/kg,).

Graus: 0 - inexistente; 1- ligeiro; 2 - moderado; 3 - marcado

* ¢ # - diferengas estatisticamente significativas quando comparados com o Controlo Direito

(p<0,00001 e p<0.0005, respectivamente, teste do x quadrado para tabelas de K colunas por J

linhas)
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2. MODELO EXPERIMENTAL DE CELULAS ENDOTELIAIS DE CAPILARES
CEREBRAIS CULTIVADAS EM MONOCAMADA POLARIZADA

2.1.Isolamento e cultura de células endoteliais de capilares cerebrais

Obteve-se culturas primdrias em monocamada polarizada de células endoteliais
de capilares cerebrais de Boi, que desenvolveram confluéncia ao fim de 10 a 12
dias depois da sementeira.

Na Figura 8 apresenta-se o aspecto de placas onde se procedeu a cultura destas
c€lulas ao fim de 4 dias (A) e ao fim de 10 dias (B), verificando-se o desenvolvi-
mento de confluéncia. Em nenhuma das placas com culturas se verificou qualquer
contaminagdo bacteriana ou fiingica. De igual modo, nio se observou, em nenhuma
das placas, desenvolvimento de qualquer outro tipo de célula com origem no

proprio animal (resultantes de um processo de isolamento deficiente).

Figura 13 - Microfotografias de células endoteliais de capilares cerebrais em cultura ao fim de 4 dias

(A) e ao fim de 10 dias (B), onde jd se verifica o desenvolvimento de confluéncia.
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2.2, Transporte da fluoresceina sddica através das monocamadas
polarizadas de células endoteliais

2.2.1. Transporte no sentido apical-basal

Procedeu-se ao estudo do transporte de fluoresceina sddica através de
monocamadas de células endoteliais em situa¢do controlo, i.e., sem a adicao de
qualquer farmaco as camaras, no sentido apical-basal. Pretendeu-se assim verificar
se o transporte deste marcador se mantinha constante ao longo dos 70 minutos de
tempo de estudo, premissa fundamental para podermos avaliar o efeito de firmacos
da forma que nos propusemos (ver Material e Métodos, 2.3.3.).

Verificou-se que o transporte da fluoresceina sddica apresentou algumas
variagdes entre as vdrias experiéncias realizadas, mas em cada uma delas esse valor
manteve-se extremamente constante ao longo dos 70 minutos estudados. Estes
resultados confirmam a adequagdo da forma de avalia¢do dos efeitos dos formacos
utilizados.

O transporte neste sentido (apical-basal) mimetiza in vitro o transporte no
sentido sangue-cérebro em estudos in vive, dado que neste tipo de cultura as células
desenvolvem polaridade, ficando o seu polo basal aderente & membrana de
policarbonato e o seu polo apical livre, no lado oposto (GuiLLoT € Aupus 1990).

O valor do "coeficiente aparente de permeabilidade” (ver Material e Métodos,
2.3.3.), medido aos 10 minutos, foi de 10,12+0,40 x 105 cm/s (n=10).

2.2.2. Efeitos dos farmacos

140%
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Figura 14 - Efeito da noradrenalina 107 M fornecida pelo lado apical (NA 0,1 api), da
noradrenalina nas concentragdes de 107 M (NA 0,1), 106 M (NA 1) e 105 M (NA 10), da
adrenalina nas concentragdes de 107 M (AD 0,1) e 106 M (AD 1), do clembuterol 10”7 M (CLE
0,1), da fenilefrina 107 M (PHE 0,1) e da noradrenalina 107 M em presenga da prazosina 107 M
(NA+PRAZ). A altura das colunas representa as médias aritméticas e os erros padrido da variagio
percentual do declive das rectas das concentragdes de fluoresceina sédica na cimara receptora ao
longo do tempo obtidas na auséncia (controlo) e na presenga do farmaco.

*  Diferenga estatisticamente significativa em relagio ao controlo respectivo (t emparelhado)

2.2.2.1. Noradrenalina

Com as trés concentragdes de noradrenalina utilizadas (107, 106 e 105 M)
obteve-se os seguintes resultados no transporte da fluoresceina sédica: as
concentragdes de 107 e 10 M aumentaram significativamente o transporte de
fluoresceina sdédica (47,4+14,8%, n=4, p<0,05 e 81,1+12,9%, n=7,
p<0,0001, respectivamente), ao passo que a concentragao mais elevada (105 M)
ndo provocou alteragdo significativa (-6,9+5,7%, n=5, p=0,3) (Figura 14).

Aplicou-se o bloqueador alfa adrenérgico prazosina juntamente com a
noradrenalina (107 M) com o objectivo de esclarecer se o aumento no transporte
induzido por esta dose de noradrenalina era devido a acgdo sobre os adrenoceptores
alfa.

Nestas condigdes, o transporte de fluoresceina sddica sofreu uma redugio
significativa (-22,7+4,3%, n=4, p<0,02) (Figura 14).

Aplicou-se a noradrenalina (10-7 M) na cdmara dadora, i.e., pelo lado apical,
com o objectivo de esclarecermos se também nesta aplicagdo a noradrenalina era
capaz de exercer os efeitos j4 demonstrados quando fornecida pelo lado basal (ver
2.2.2.1). Nestas condigdes, a noradrenalina ndo provocou uma variacdo estatistica-
mente significativa no transporte da fluoresceina sédica (2,4+3,5%, n=4,
p>0,05) (Figura 14).

2.2.2.2. Adrenalina

Com as duas concentragdes de adrenalina usadas (107 e 106 M) obteve-se os
seguintes resultados: a concentragdo de 107 M aumentou significativamente o
transporte da fluoresceina sédica (34,4+9,3%, n=5, p<0,025) ao passo que a
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concentragdo mais alta (10® M) reduziu, também de forma estatisticamente
significativa, esse mesmo transporte (-14,3+1,3%, n=5, p<0,001) (Figura 14).

2.2.2.3. Fenilefrina

Usou-se o agonista adrenérgico alfa fenilefrina, no sentido de se obter efeitos
mediados apenas por este tipo de receptor. Verificou-s¢ com a concentracio
utilizada (107 M) um aumento estatisticamente significativo do transporte da
fluoresceina sddica (95,4+28,3%, n=5, p<0,025) (Figura 14).

2.2.2.4. Clembuterol

Usou-se o agonista adrenérgico selectivo beta, clembuterol, com o objectivo de
se obter efeitos mediados apenas por este subtipo de receptor. A concentra¢do
utilizada (10-7 M) induziu uma redugdo estatisticamente significativa do transporte
da fluoresceina sodica (-22,7+4,3%, n=4, p<0,02) (Figura 14).

2.2.2.5. Vincristina

Com o objectivo de esclarecermos o mecanismo envolvido nas variagdoes no
transporte da fluoresceina sddica induzidas quer pela noradrenalina (10© M) quer
pelo clembuterol (107 M), repetiu-se essas experiéncias na presenca de vincristina
(10 M). Este firmaco possui caracterfsticas muito semelhante as da vimblastina,
por nds usada nos estudos in vive, inibindo a formagdo de vesiculas de pinocitose
(Larsson et al, 1979).

Na presenca de vincristina, as concentragdes de noradrenalina e clembuterol
utilizadas ndo produziram variagdes estatisticamente significativas do transporte de
fluoresceina sddica (2,3+9%, n=35, para a noradrenalina e -6,3+15,8%, n=5,
para o clembuterol) (Figura 15).

2.2.2.6. Efeito da omissao da glicose

Com o mesmo objectivo com que se usou a vincristina, i.e., esclarecer o
mecanismo de transporte através da inibigdo da formagdo de vesiculas de
pinocitose, substituiu-se a glicose do tampdo pela 6-desoxi-d-glicose. Esta
substituicdo impede a utilizagdo de glicose pelas células, inibindo desta forma
processos celulares dependentes da energia, como € o caso da pinocitose (GuiLLoT
et al. 1990).

Testou-se as mesmas concentra¢oes de noradrenalina e clembuterol utilizadas no
estudo da vincristina e, tal como nesse caso, ndo se verificou alteragoes
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estatisticamente significativas no transporte da fluoresceina sédica. Os valores
obtidos foram de -12,6+3,7%, n=5, para a noradrenalina e de 1,6+6,2%, n=5,
para o clembuterol (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito da vincristina 100 M (VIN) e da substituicio da glicose por 6-desoxi-d-glicose
(6dG) sobre os efeitos induzidos pela noradrenalina 10 M (NA) e pelo clembuterol 107 M (CLE).
A altura das colunas representa as médias aritméticas e os erros padrio da variagdo percentual do
declive das rectas das concentragdes de fluoresceina sédica na cimara receptora ao longo do tempo
obtidas na auséncia (controlo) e na presenga do farmaco.
*  Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controlo respectivo (t emparelhado)
**  Significativamente diferente da noradrenalina (Newman-Keuls)

*** Significativamente diferente do clembuterol (Newman-Keuls)
2.2.3. Transporte no sentido basal-apical

Procedeu-se a um estudo prévio do transporte de fluoresceina sdédica no sentido
basal-apical em monocamadas de células endoteliais em situagdo controlo, i.e., sem
a adigdo de qualquer firmaco as camaras. Tal como para o transporte no sentido
oposto (apical-basal) verificou-se existir uma grande constincia no transporte da
fluoresceina sddica ao longo dos 70 minutos em cada experiéncia.

Com este tipo de experiéncias pretendeu-se mimetizar in vitro o transporte no
sentido cérebro-sangue que ocorre in vivo.

O valor do "coeficiente aparente de permeabilidade" (ver Material e Métodos,
2.3.3.), medido aos 10 minutos, foi de 10,31+0,38 x 10 cm/s (n=10). Este
valor ndo € significativamente diferente do obtido no sentido apical-basal (t
independente).

= . e e ey |
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2.2.4. Efeitos dos fdarmacos
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Figura 16 - Efeito da noradrenalina 107 M (NA), adrenalina 107 M (AD) e clembuterol 107 M
(CLE) no transporte da fluoresceina sdica através de monocamadas de células endoteliais. A altura
das colunas representa as médias aritméticas e os erros padrio da variagio percentual do declive das
rectas das concentragdes de fluoresceina sédica na camara receptora ao longo do tempo obtidas na
auséncia (controlo) e na presenga do firmaco.

*  Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controlo respectivo (t emparelhado)
2.2.4.1. Noradrenalina

A noradrenalina, na concentragdo de 10”7 M, ndo alterou significativamente o
transporte de fluoresceina sédica (-24,6+8,6%, n=3, p=0,1) (Figura 16).

2.2.4.2. Adrenalina

A adrenalina, na concentragao de 10-7 M, provocou uma redugio pequena, mas
estatisticamente significativa no transporte de fluoresceina sddica (-27,4+8,0%,
n=4, p<0,05) (Figura 16).

2.2.4.3. Clembuterol

O clembuterol, na concentragdo de 107 M, provocou uma redugio
estatisticamente significativa, embora de pequena magnitude, no transporte de
fluorescefna sddica (-28,2+7,2%, n=4, p<0,05) (Figura 16).
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IV - DISCUSSAOQ

INTRODUCAO

Foi objectivo deste trabalho fazer uso de protocolos que nos permitissem da
forma mais directa possivel abordar o assunto que nos propusemos estudar, i.e., o
edema cerebral vasogénico e as possiveis influéncias adrenérgicas na sua génese e
na sua resolugao. O modelo in vivo do edema cerebral vasogénico induzido pelo
frio apresenta caracteristicas que nos levaram a adoptd-lo em detrimento de outros,
como o modelo de edema cerebral traumdtico ou o isquémico. As vantagens sido a
simplicidade de execugdo (contrariamente ao modelo de edema isquémico, de
dificil execu¢do em animais com circulagdo cerebral colateral muito eficaz, como o
Rato), o seu baixo custo, bem como a possibilidade de obtermos uma forma quase
"pura” do tipo de edema cerebral que nos interessava estudar, o edema vasogénico,
ao contrdrio, por exemplo, do edema traumdtico, cujas componentes vasogénica e
citotoxica parecem assumir importdncia semelhante no respectivo desenvolvimento.

Néo estando isentos de correr o risco de perpetuar um erro metodolégico, o
extenso nimero de trabalhos jd publicados fazendo uso deste modelo para
esclarecimento de questdes semelhantes, nao sé fornece uma sélida base de
legitimacdo do mesmo como cria um espago alargado para posterior discussdo dos
resultados.

Para a avaliacao quantitativa do edema cerebral, utilizimos a medi¢do do
conteido de dgua e a determinacdo do conteido de azul de Evans no cortex
cerebral. Sendo o edema cerebral, por definigdo, um aumento da quantidade de
dgua no tecido cerebral (Berz er al. 1989, MiLHoraT 1992, KLatzo 1994), a escolha
do teor de dgua como medida de edema cerebral parece-nos ébvia. No entanto, esta
metodologia ndo permite esclarecer de forma segura quer a origem do eventual
excesso de dgua quer a sua via de entrada no parénquima cerebral.

A origem da dgua em excesso pode ser atribuida com razodvel seguranga ao
plasma sanguineo, dado que, como jd foi referido, este modelo de edema cerebral
tem quase exclusivamente a componente vasogénica (ver Introdugdo). Todavia, o
esclarecimento da via de passagem desse fluido através da barreira
hematoencefdlica requer o uso de outro tipo de protocolo experimental. Assim,
utilizdmos a técnica da passagem de um marcador do sangue para o tecido cerebral.
Dado que pretendiamos estudar o papel da pinocitose no aumento do transporte
transendotelial em situagdes em que este se encontra aumentado, escolhemos como
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marcador o azul de Evans. Esta escolha deve-se ao facto deste marcador se ligar
extensamente as proteinas plasmdticas (cerca de 99,5% ao fim de uma hora de
circulagdo, Rawson 1942), passando desta forma a funcionar como marcador da
passagem de proteinas, que pelo seu elevado peso molecular apenas atravessam a
barreira hematoencefdlica por pinocitose ou eventualmente por disrupgio das
jungdes apertadas. Adicionalmente, este marcador tem ainda a vantagem da baixa
toxicidade, baixo custo e da facilidade de doseamento, por espectrofotofluorimetria
(Uvama er al. 1988). Como medida de passagem do azul de Evans escolhemos,
sempre que possivel, a taxa de extracgdo (ver Material e Métodos), para assim
eliminarmos a influéncia de variagdes na concentragdo plasmadtica do marcador.

Fizemos ainda um estudo morfolégico do cértex cerebral de animais submetidos
ao mesmo protocolo de aplicacdo de frio. Embora ndo permita uma avaliacdo
quantitativa do edema cerebral, a microscopia permite a visualizagdo da localizagdo
do excesso de dgua (por exemplo, localizagdo intra ou extracelular) bem como de
eventuais modificagoes na estrutura das vdrias células que constituem a zona a
estudar, com especial destaque para as células endoteliais dos capilares cerebrais.
Nestas dedicdmos a nossa atengdo especialmente a actividade pinocitética e ao
estado das jungdes apertadas (tight junctions), ji que apenas um aumento do
transporte vesicular ou disrupgdes das jungOes apertadas podem servir de via de
acesso ao complexo azul de Evans/proteinas.

Ainda relativamente a este modelo, resta referir que utilizimos em todas as
experiéncias uma aplicagdo de frio unilateral bem como a medi¢do do edema e
observacdao morfoldgica no cdrtex parietal.

Com a aplicacdao unilateral do frio pretendemos que o cdrtex contralateral
funcionasse como controlo intraindividual, permitindo assim diminuir o peso de
influéncias sistémicas, como a pressdo arterial ou as pressoes parciais de O, e CO,.

A escolha do cortex parietal deveu-se ao facto de nesta zona os capilares
possuirem inervagao adrenérgica de origem central (os corpos celulares destes
neurdnios tém origem no locus coeruleus, HarRTMAN 1973, EpvinssoN 1973, RENNELS
e NeLsoN 1975). Estes capilares possuem ainda receptores adrenérgicos alfa e beta
(PErouTtka ef al. 1980, Hark er al. 1980, Kosavasui ef al. 198la,b, 1982a,b,
1985b). Estes receptores encontram-se por sua vez acoplados aos mecanismos de
transdugdo intracelulares classicamente referidos para cada um dos tipos, i.e.,
activagao da adenilciclase (com aumento dos niveis intracelulares de AMP ciclico)
por activagdo de receptores beta (NATHANSON € GLaser 1979), inibicao da mesma
enzima (com diminuigdo dos niveis intracelulares de AMP ciclico) por activagdo de
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receptores do subtipo alfa, (KarnusHina ef al. 1982) e activagido da via dos fosfatos
de 1nositol por activagao de receptores do subtipo alfa, (ZELEznkar ef al. 1983).

A escolha de um tecido com estas caracteristicas ndo sé possibilita atribuir
especificidade de efeitos aos formacos com acgdo adrenérgica como sugere que os
efeitos de tal manipulagdo farmacoldgica podem reflectir modulagdes de um
sistema com importancia fisiolégica e fisiopatoldgica.

Por ultimo, utilizimos um modelo in vitro, o modelo de células endoteliais de
capilares cerebrais cultivadas em monocamada polarizada. Pela sua natureza (ver
Material e Métodos), este modelo permite, em relagdo a modelos in vivo, o estudo
de fdrmacos independentemente da sua lipossolubilidade, a utilizagio de
concentragoes conhecidas dos fdrmacos, a eliminacdo de varidveis sistémicas, o
controlo rigoroso da composi¢do dos meios nutritivos em ambos as faces da
monocamada e a possibilidade de estudo do transporte nos dois sentidos de forma
independente (Bowman ef al. 1981, Aupus e BorcHARDT 1986a,b, 1987, LATERRA €
GoLpsTein  1993). Desta forma pretendemos fundamentar melhor algumas das
hipdteses interpretativas elaboradas a partir dos resultados obtidos in vivo.

QUANTIDADE DE AGUA E AZUL DE EVANS NO CORTEX CEREBRAL AO LONGO DO
TEMPO APOS APLICACAO DO FRIO

A andlise de variados trabalhos que utilizam o modelo de edema cerebral
vasogénico induzido pelo frio mostra-nos que ndo existe uniformidade na técnica de
aplicagao do frio, variando o tempo de aplicagdo, a temperatura a que € sujeito o
tecido cerebral e a drea submetida a lesdo. Regista-se ainda o facto de alguns
autores procederem a trepanagdo do crineo (aplicagdo do frio directamente sobre a
dura marer) enquanto outros fazem a aplica¢do sobre o crineo intacto.

Tal disparidade metodoldgica traduz-se em variagdes significativas nos tempos
de instalagdo, duragdo e resolugdo do edema cerebral. Afigurou-se-nos desta forma
imprescindivel fazer previamente a avaliagdo do nosso modelo no que respeita ao
contelido de dgua e azul de Evans ao longo do tempo, com vista a determinar um
tempo adequado para o estudo das ac¢des dos farmacos. A andlise das curvas
obtidas permite ainda estabelecer quais os tempos de predominio da componente de
formagdo do edema ou de remogao do mesmo (Pappius 1989).

Verificdmos que a instalagdo do edema, medida pelos dois processos, € rdpida e
atinge o seu mdximo trés horas apds aplicagdo do frio. Dos tempos estudados,
podemos concluir que existe um bom paralelismo entre a entrada de dgua e de azul
de Evans até as trés horas, onde, como jd foi referido, € atingido o maior grau de
edema cerebral. Estes resultados reforgam a adequagao do azul de Evans como
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marcador de permeabilidade da barreira hematoencefdlica e confirmam a origem
plasmdtica do fluido em excesso no cértex cerebral, fornecendo desta forma mais
uma prova de ser este um modelo de edema cerebral vasogénico. Adicionalmente,
o facto do complexo azul de Evans-albumina possuir elevado peso molecular e
como tal apenas poder atravessar a barreira hematoencefdlica através de "canais" de
didmetro elevado, sugere ser a pinocitose o mecanismo transendotelial envolvido
no aumento do transporte deste marcador e da dgua para o sistema nervoso central.
A auséncia de receptores especificos para a albumina nos capilares cerebrais
(ParDRIDGE ¢f al. 1985) parece afastar a hipdtese desta pinocitose ser mediada por
receptores (receptor-mediated), implicando assim a pinocitose inespecifica ou de
fase fluida (fluid-phase).

Os dados obtidos para o contetido de dgua e azul de Evans as 24 horas, i.e.,
normalizagao do conteido de dgua e persisténcia de uma quantidade aprecidvel de
azul de Evans, poderiam a primeira vista desfazer a ideia atrds referida dum
paralelismo entre o transporte de dgua e do referido marcador. Contudo, e porque
ao fim deste tempo a remogao do edema € mais importante que a sua formagao
(como € atestado pelo contetido de dgua) somos levados a supor que o azul de
Evans ndo foi tdo eficientemente removido como a dgua. De facto, dados da
literatura referem a existéncia de uma captagdo activa de proteinas por parte de
células constituintes do tecido cerebral, como as células gliais e os préprios
neuronios (CanciLLa ef al. 1972, TENGvAR € OLssoN 1982, SHiNoHaRA ef al. 1990).
Desta forma, o complexo azul de Evans-albumina ficaria "retido” num
compartimento menos acessivel a sua remogdo quer pelas células endoteliais dos
capilares quer pela propria difusdo do liquido intersticial, mecanismos julgados
como 0s mais importantes na resolu¢ao do edema cerebral (Wacner ef al. 1974,
vaN DEurs 1977, Kratzo et al. 1980, RENNELs et al. 1985, VoreropT et al. 1985,
QUAGLIARELLO et al. 1991, OHATA € MAaRMAROU 1992),

Pelas razoes jd apontadas na sec¢do dos Resultados (pdg. 44) escolhemos o
tempo de 2 horas para estudo das acgoes da maioria dos fairmacos.

EFEITOS DOS FARMACOS NO CONTEUDO DE AGUA E AZUL DE EVANS NO CORTEX
CEREBRAL

Para esclarecermos o papel dos mecanismos adrenérgicos na formagao do edema
cerebral no nosso modelo, procedemos a administragao de firmacos que pudessem
evidenciar alguns efeitos mediados pelos receptores adrenérgicos alfa ou beta.

Convird antes de mais referir que, apesar da nossa hipétese inicial pretender
implicar os receptores adrenérgicos localizados no endotélio dos capilares
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cerebrais, a administracao sistémica dos firmacos ndo permite, a priori, atribuir tal
especificidade as suas acgdes. De entre os possiveis efeitos de formacos com acgio
sobre receptores adrenérgicos, destacamos pela sua eventual importincia na
permeabilidade da barreira hematoencefdlica, as exercidas sobre o aparelho
cardiovascular, mais concretamente sobre a pressdo arterial. Com efeito, € sabido
que, no Rato, os mecanismos responsdveis pela manuten¢do do fluxo sanguineo
cerebral tornam-se incapazes de o fazer para valores de pressdo arterial média fora
dos limites de 60 mmHg (inferior) e 180-200 mmHg (superior) (RAPOPORT €
THompsoN 1975, Epvinsson et al. 1976). No entanto, variagdes do fluxo sanguineo
cerebral afectam sobretudo a permeabilidade a substincias que penetram muito
facilmente a barreira hematoencefdlica, (FENsTERMacHER 1989, Smrrn 1989) o que
ndo € o caso do azul de Evans. Em estudo recente, UnTereerc er al. (1994)
mostraram que com um protocolo de aplicagdo de frio onde se provocam aumentos
da quantidade de dgua cerebral semelhantes aos por nds obtidos, ndo se verificam
quaisquer variagdes na tensao arterial.

Podemos ainda socorrer-nos dos nossos dados experimentais para refutarmos a
hipdtese da importdncia das acgdes cardiovasculares dos firmacos utilizados no
transporte de dgua e azul de Evans para o parénquima cerebral. Esses dados sdo os
respeitantes aos valores do edema cerebral no cdrtex contralateral a aplicacdo de
frio, onde verificdmos ndo existir qualquer diferenga significativa entre os vdrios
grupos estudados.

Pareceu-nos assim estarem reunidas as condi¢des necessdrias para atribuirmos os
efeitos dos farmacos as suas acgOes sobre os receptores adrenérgicos localizados
nas células endoteliais dos capilares cerebrais.

Inicidmos o nosso estudo pela administragao de fenoxibenzamina, com o intuito
de esclarecermos o papel dos receptores alfa no aumento do transporte de dgua e de
azul de Evans. Verificimos que este firmaco reduziu de forma significativa aqueles
dois parametros, o que sugere o envolvimento dos receptores alfa na instalagio do
edema cerebral. A demonstragio de um efeito com a administragdo de um
antagonista € compativel com a existéncia de ac¢des mediadas por um agonista
enddgeno ao nivel do receptor alfa. O candidato natural para este tipo de receptor é
a noradrenalina, existente em terminais de neurdnios adrenérgicos de origem
central (locus coeruleus) localizados em intimo contacto com a membrana basal de
capilares cerebrais (HaRtmaN 1973, Epvinsson er al. 1973, RENNELs € NELson 1975)
€ com capacidade de activar receptores alfa. A hipdtese de ser a noradrenalina ou a
adrenalina plasmdtica a exercer ac¢Oes sobre estes receptores pode afastar-se, jd
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que a barreira hematoencefdlica é praticamente impermedvel is catecolaminas
circulantes (WEIL-MALHERBE ef al. 1959, 1961, MacKEeNziE ef al. 1976).

Estes resultados estio de acordo com os obtidos por outros autores, que
verificaram que o bloqueio alfa é capaz de reduzir aumentos de permeabilidade da
barreira hematoencefélica resultantes da estimulagdo farmacolégica (RAICHLE ef al.
1975) ou eléctrica (SarmenTo ef al. 1994) do locus coeruleus, da administracdo
intracerebroventricular de noradrenalina (Sarvento et al. 1991) ou da
administragdo sistémica de amitriptilina (Preskorn er al. 1982). INouk et al. (1991)
descrevem que o bloqueio dos receptores alfa é capaz de prevenir lesdes
neuroldgicas associadas a lesdo pelo frio. Kosavasui et al. (1985b) referem um
nimero aumentado de receptores alfa (subtipo alfa;) no Rato espontaneamente
hipertenso em relagdo ao Rato Wistar-Kyoto e sugerem que esse aumento é
responsavel por algumas das alteragoes morfolégicas e funcionais dos microvasos
cerebrais observadas na hipertensdo arterial. Compativel com a nossa hipdtese do
envolvimento dos receptores alfa no aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefélica em situagdes patoldgicas é ainda o trabalho de Joo et al. (1989),
onde s3o observadas reducdes na formagdo do edema cerebral isquémico com a
administragdo do composto H-7, inibidor da enzima proteina cinase C. Esta enzima
intervém no mecanismo de transdugao intracelular do receptor alfa,.

A fenoxibenzamina apresenta, no entanto, problemas de especificidade, tendo-
lhe sido atribuidos outros efeitos tais como o bloqueio de receptores da dopamina
(LEHMANN € LaANGER 1981, HarL er al. 1983), da acetilcolina (BLazso € MINKER
1980), do dcido gama-aminobutirico (Smockum 1983) e dos opidides (Rosson e
KosTerLitz 1979). Todavia, € o Unico antagonista dos receptores adrenérgicos alfa
de que dispomos capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica, podendo desta
forma agir sobre os receptores localizados do lado abluminal das células endoteliais
dos capilares cerebrais. Face a esta limitagdo, remetemos para o modelo in vitro o
estudo dos efeitos mediados por receptores alfa através da utilizacdo de farmacos
de maior especificidade.

O envolvimento de adrenoceptores beta no transporte de substincias através da
barreira hematoencefdlica tem sido apontado por alguns autores (HEerssT ef al.
1979, NaTHANSON € GLaserR 1979, NatHanson 1980, Peroutka ef al. 1980, GrRamMMas
et al. 1985, Koeavasui et al. 1983, 1985a,b, Sarmento et al. 1991, 1994,
MOORADIAN € SCARPACE 1992) como um mecanismo importante na manuten¢do do
volume e da composicdo do meio extracelular do cérebro. No entanto, & excepgdo
de SarmeEnTO er al. (1991, 1994), em nenhum destes estudos € feita uma
quantificacio do transporte de dgua ou macromoléculas através de capilares
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cerebrais em situagdes de manipulagdo destes receptores. As inferéncias quanto
influéncia dos receptores beta no transporte transendotelial sio baseadas na
capacidade de agonistas ou antagonistas beta serem capazes de alterar os niveis
intracelulares de AMP ciclico em células endoteliais de microvasos cerebrais. Este
mensageiro intracelular modifica as caracteristicas de permeabilidade da barreira
hematoencefdlica, (Joo 1972, 1986, Joo er al. 1975, 1984, Apam ef al. 1987) bem
como a actividade pinocitdtica das células endoteliais (Joo 1972) (revisdo por Joo
1993).

Face aos resultados de Koeavasui e al. (1981a), que referem haver um
predominio do subtipo beta, na populagdo total de adrenoceptores beta nas células
endoteliais de capilares cerebrais (cerca de 80% do subtipo beta, e 20% do subtipo
beta,), inicidmos o nosso estudo pela administragdo de clembuterol. Este formaco
atravessa facilmente a barreira hematoencefilica (von Korrar € ZIMMER 1976) e
possui selectividade para receptores do subtipo beta, (CoHen et al. 1982, Orbway er
al. 1987).

Os resultados mostram que a administragio de clembuterol reduziu a formagio
do edema cerebral. Esta reducdo verificou-se quer no contetido de dgua quer na
taxa de extraccao do azul de Evans. Verificimos ainda um efeito semelhante
quando administrdmos o clembuterol 2 horas apés aplicagdo do frio.

Estes resultados sao compativeis com a hipdtese da existéncia de um controlo da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica mediado por receptores beta em
situagoes de edema cerebral vasogénico. Mais ainda, o clembuterol foi capaz de
normalizar o contelido de dgua e reduzir a taxa de extrac¢do do azul de Evans no
cortex cerebral apds instalagdo do edema, resultado que sugere que este firmaco
actua de forma a acelerar o processo de remogao da dgua e do azul de Evans.

A incapacidade do clembuterol em reduzir a taxa de extrac¢do do azul de Evans
para os niveis do controlo apesar de o conseguir fazer para a dgua, pode ser
explicada com os mesmos argumentos utilizados para explicar a diferen¢a entre
estes pardmetros observada as 24 horas em situagao de controlo (ver pig. 66), o
que vem reforcar, ainda que de forma indirecta, a hipdtese deste efeito do
clembuterol ser exercido principalmente sobre a remogao do edema.

Este papel aparentemente favordvel da estimulagdo de receptores beta na
resolugdo do edema cerebral € também avangado por Macnont ef al. (1983), que
observaram uma diminuigao deste tipo de receptores em microvasos cerebrais de
Ratos hipertensos, situagdo em que estes animais evidenciavam uma permeabilidade
aumentada da barreira hematoencefdlica. A nossa hipdtese € ainda coerente com os

resultados de SarmenTo ef al. (1994) que verificaram um aumento da taxa de
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extracgdo de fluoresceina sédica induzido por bloqueio beta em animais submetidos
a estimulagdo eléctrica do locus coeruleus.

Os resultados obtidos com a administragdo de dois antagonistas beta, o
metoprolol (antagonista selectivo beta;) e o timolol (antagonista beta, e beta,)
fornecem evidéncia adicional de que o efeito do clembuterol seja de facto mediado
por receptores do subtipo beta,, jd que apenas o timolol foi capaz de antagonizar as
acgoes do clembuterol, ao contrario do metoprolol.

E ainda de referir os resultados obtidos com a administragdo de isoprenalina por
via sistémica ou por via intracerebroventricular na taxa de extrac¢do do azul de
Evans. Sendo as caracteristicas de polaridade deste firmaco incompativeis com a
sua passagem para o parénquima cerebral (Gorman et al. 1987), os resultados
obtidos sugerem que a localizagdo dos receptores beta responsdveis pela redugao do
edema seja do lado abluminal dos capilares, pois apenas a isoprenalina fornecida
intracerebralmente foi capaz de demonstrar um efeito de redugao da permeabilidade
ao azul de Evans.

A diferenga verificada na taxa de extrac¢do na situagdo controlo (3,75 %) quando
comparada com a verificada ao fim do mesmo tempo (1 hora) em situagdo controlo
nas experiéncias em que ndo foi feita a injecgdo intracerebroventricular (29,75
pug/mg, correspondentes a uma taxa de extrac¢do de 2,25%) pode explicar-se pelo
trauma adicional causado pela perfuracdo do crineo e colocagio da agulha,
necessdrios a administragao da isoprenalina por esta via.

Para esclarecermos o papel da pinocitose no aumento do contelido cerebral de
dgua e azul de Evans no nosso modelo, estuddmos o efeito da vimblastina, firmaco
capaz de reduzir a formagao de vesiculas pinocitdticas através da inibigdo da
formacdo de microtibulos (Larsson et al. 1979, Suarma ef al. 1990).

A reducdo na formagio do edema cerebral verificada com a administracdo de
vimblastina estd de acordo com a nossa hipdtese de ser o aumento da actividade
vesicular nas células endoteliais dos microvasos cerebrais um dos mecanismos
responsdveis pela formagao do edema induzido pela aplicagdo de frio. A auséncia
de efeito da vimblastina no cortex contralateral (esquerdo), além de eliminar a
hipotese de um possivel efeito sistémico deste firmaco ser o responsdvel pelo seu
efeito redutor do edema, confirma que a pinocitose ndao constitui via de acesso
importante de substancias ao parénquima cerebral em condigoes normais.

O envolvimento da pinocitose na formagao do edema cerebral induzido pelo frio
€ também apontado por Bopsch e al. (1982) e Trout er al. (1986).

Os resultados obtidos com a administracdo de dexametasona, auséncia de efeito
redutor do edema cerebral, medido quer pelo conteido de dgua quer com a taxa de
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extrac¢ao do azul de Evans, sugerem que a corticoterapia ndo € eficaz neste tipo de
edema. Outros autores demonstraram que, em modelos experimentais de edema
cerebral, este firmaco ndo exibe qualquer efeito redutor do referido edema (Suapmra
et al. 1988, ScHURER et al. 1989, Gormiet al. 1990, UnTERBERG et al. 1990).

A dexametasona € clinicamente usada em situagdes de edema vasogénico, mas a
sua eficdcia apenas se restringe ao edema induzido por tumores cerebrais. Nao
obstante a base farmacoldgica para a utilizagdo de corticoesterdides neste tipo de
patologia ser eminentemente empirica (Fisuman 1982), estudos recentes apontam
para que as acgoes deste tipo de firmacos se devam a sua capacidade de inibir os
efeitos do denominado factor de permeabilidade vascular, que é produzido pelo
proéprio tumor (Bruck et al. 1987).

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO CORTEX E MICROVASOS CEREBRAIS:
EFEITOS DA APLICACAO DO FRIO E DA ADMINISTRACAO DE FARMACOS

Como ja foi referido, o edema cerebral vasogénico resulta dum aumento de
permeabilidade da barreira hematoencefdlica, com consequente aumento da
passagem de dgua e solutos para o parénquima cerebral. Entre estes solutos
incluem-se proteinas plasmdticas, que pelo seu elevado peso molecular apenas
passam através dos capilares cerebrais por pinocitose ou eventualmente por canais
formados pela disrupgdo das jungdes apertadas. A passagem de proteinas de origem
plasmdtica para o sistema nervoso central em situagdes de edema cerebral
vasogénico € tida como contribuindo para o aumento do contetido de dgua cerebral
verificado nesta situagdo (Kuroiwa e al. 1985). Procurdmos assim esclarecer o
papel da pinocitose no edema cerebral verificado no nosso modelo, bem como as
influéncias exercidas pelos firmacos a este nivel.

Os resultados obtidos nas nossas experiéncias mostram que duas horas apds a
aplicagdo do frio, as células endoteliais dos microvasos do cortex cerebral
ipsilateral a lesdo mostram um marcado aumento do numero de vesiculas
pinocitdticas, bem como a formacdo de microvilosidades na sua face luminal. A
acumulagdo de dgua no tecido cerebral é muito marcada, inundando os espagos
perivasculares. Algumas células da glia apresentam-se edemaciadas, o que leva a
supor uma passagem de dgua do espago extra para o intracelular como mecanismo
de remogdo do excesso de fluido no parénquima cerebral. Estes dados estdo de
acordo com o0s contelidos de 4dgua e azul de Evans por nés verificados duas horas
ap6s aplicagdo do frio. Em todos os cortes observados as jungOes apertadas
mantiveram-se integras.
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O cortex contralateral apresenta um aspecto normal, idéntico ao de animais nio
submetidos a aplicagao de frio, ou seja, muito baixa actividade vesicular e escassez
de microvilosidades nos capilares, bem como a inexisténcia de qualquer
acumulagdo anormal de dgua no parénquima cerebral. Também nesta regiio
cerebral, os dados morfolégicos sao concordantes com os dados quantitativos do
conteido de dgua. Este foi um achado constante em todas as situagoes
experimentais (tal como se verificou na andlise quantitativa), o que reitera a nossa
hipétese da reduzida importincia de factores sistémicos no desenvolvimento do
edema cerebral vasogénico induzido pelo frio.

Para além das caracteristicas morfoldgicas dos capilares cerebrais classicamente
descritas como essenciais para a manutencdo da baixa permeabilidade verificada na
rede vascular cerebral (auséncia de fenestragdes e baixissima actividade vesicular,
CERVOS-NAVARRO 1963, REESE € KarNovsky 1967, GoLpsTein € BETz 1986, CERVOS-
Navarro ef al. 1988), as células endoteliais dos capilares cerebrais possuem ainda
outras caracteristicas funcionais de selectividade a passagem de substincias. Sdo
elas a existéncia de transportadores especificos para determinados nutrientes
essenciais ao funcionamento do cérebro (p. ex. glicose e aminodcidos, CroNe 1965,
OLpenporf 1971) e a existéncia de vdrios sistemas de metaboliza¢do (revisdo por
Mine et al. 1991). Mais recentemente, tem sido apontada como também
contribuindo para as caracteristicas de permeabilidade da barreira hematoencefdlica
a existéncia de locais de polaridade negativa (anionic sites) no lado luminal da
célula endotelial (NaGy er al. 1981, HARDEBO € KAHRLSTROM 1985).

Este conjunto de caracteristicas ndo € obviamente visivel por microscopia, pelo
que se poderia atribuir a modificagdes em qualquer destes sistemas o aumento do
transporte de dgua e azul de Evans através da barreira hematoencefilica. No
entanto existem dados na literatura que nos permitem rejeitar qualquer das
hipoteses:

I - A albumina plasmdtica ndo € substrato de nenhum transportador especifico
(PaRDRIDGE ef al. 1985), pelo que a entrada do complexo azul de
Evans/proteinas nao pode ser atribuida a este tipo de mecanismo de
transporte;

2 - O hipotético mecanismo pelo qual a albumina plasmdtica poderia ser
metabolizada na célula endotelial seria por incorporagio e posterior
degradacao nos lisossomas. No entanto, o conteido em lisossomas das células
endoteliais dos capilares cerebrais € baixo, assim como € baixa a capacidade
de degradagao da albumina pelos lisossomas (Aupus € Raus 1993). Em
situagoes de aumento do transporte transendotelial no cérebro, os dados da
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literatura apontam para um aumento do nimero destes organelos no endotélio
capilar (Lossinsky ef al. 1981, Tacami er al. 1983). Este aumento poderia
explicar diminui¢des € ndo aumentos no transporte;

3 - A perda dos locais de polaridade negativa (anionic sites) permite apenas a
entrada de moléculas de baixo peso molecular (Hart ez al. 1987), o que ndo é
0 caso do complexo azul de Evans-albumina.

Deste modo, as nossas observagdes fornecem evidéncia adicional para que seja o
aumento do transporte vesicular o principal responsdvel pelo aumento da
acumulacao de dgua e azul de Evans neste modelo, o que estd de acordo com os
dados de Bopsch et al. (1982) e Trour er al. (1986). O aumento do niimero de
vesiculas de pinocitose como tnica alteragdo morfoldgica visivel em células
endoteliais de capilares cerebrais estd também descrito noutros modelos de edema
cerebral, como o pos-traumdtico (BEGGs € WAGGENER 1976, PovLisHock et al. 1978)
e 0 pos-isquémico (Perrro 1979, WesTerGaarDp 1977, Liv 1988, HaTasHITA € HOFF
1990) e ainda em situagdes patolGgicas como as convulsdes (Lorenzo et al. 1972) e
meningites (QuacLIArRELLO ef al. 1991).

Em revisdo recente, BROADWELL € Banks (1993) questionam a importincia do
transporte vesicular através da barreira hematoencefélica em situagdes de aumento
de permeabilidade desta. Advogam estes autores que as observagdes feitas por
microscopia electronica, sendo estiticas no tempo e bidimensionais no espago, nao
permitem obter conclusdes seguras quanto a mecanismos celulares dindmicos como
a pinocitose. Contudo, foi possivel demonstrar em tecidos periféricos que as
macromoléculas atravessam os capilares por pinocitose (PaLabe 1960, 1961, MiLici
et al. 1987), ou seja, que este € um mecanismo capaz de transportar substincias de
uma face para a outra de uma célula endotelial. Através da constatagdo que a
auséncia de pinocitose € concomitante com baixo transporte € que o aumento da
pinocitose € concomitante com um aumento do transporte, parece-nos razoavel
admitir que, sob determinadas condigdes (incluindo as do nosso modelo), a
pinocitose pode constituir via de acesso de macromoléculas para o tecido cerebral.

Os resultados obtidos com a administragdo de fenoxibenzamina mostram uma
clara diminuigdo da actividade vesicular no endotélio dos capilares bem como uma
redugdo na acumulagao de dgua no parénquima cerebral. Estes dados corroboram
os obtidos com o transporte de azul de Evans e conteido de dgua e reforcam a
hipétese da existéncia de um aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefdlica mediado por receptores alfa em situagdes de edema cerebral
vasogénico. Este aumento parece ser devido principalmente a activagdo da
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pinocitose nos capilares cerebrais, jd que a fenoxibenzamina diminui marcadamente
a actividade vesicular sem evidenciar outros efeitos morfolégicos nestas células.

Também no estudo morfoldgico se pdem os mesmos problemas de
especificidade da fenoxibenzamina. O estudo de fdrmacos com maior
especificidade para os receptores alfa quanto a sua capacidade de modificar o
transporte através da barreira hematoencefélica, bem como o envolvimento da
pinocitose, foi feito com o auxilio do modelo in vitro.

A administracdo de clembuterol ou a administra¢do intracerebroventricular de
isoprenalina resultou em marcada redugdo da acumulagdo de dgua mas teve pouco
ou nenhum efeito sobre a elevada actividade vesicular no endotélio capilar. Estes
dados apontam para que sejam diferentes os mecanismos envolvidos na reducdo do
edema verificada com os agonistas beta e com a fenoxibenzamina. A activagdo dos
receptores beta parece fazer com que alguma da actividade vesicular verificada nas
c€lulas endoteliais dos capilares ndo constitua via de transporte de dgua e
macromoléculas do lume capilar para o tecido cerebral. Se levarmos em linha de
conta os resultados obtidos com a administragao do clembuterol apéds instalagdo do
edema (redugdo no contetido de dgua e do transporte de azul de Evans), podemos ir
um pouco mais além e sugerir que a activacdo dos receptores beta, pode, nestas
condigoes, induzir um transporte vesicular em sentido inverso, i.e., do cérebro
para o sangue.

Este tipo de transporte reverso € apontado na literatura como constituindo um
mecanismo importante na resolu¢do do edema cerebral (Lorenzo ef al. 1972, van
Deurs 1977, VoreropT er al. 1985, QuacLiArRELLo ef al. 1991).

A capacidade das catecolaminas modularem a actividade vesicular foi
demonstrada em vasos periféricos (nomeadamente no endotélio) por Azevepo et al.
(1984), favorecendo deste modo a ideia de que estas aminas poderdo exibir o
mesmo efeito no endotélio capilar cerebral.

O possivel envolvimento das jungdes apertadas na diminui¢io do edema cerebral
mediada por agonistas beta pode ser refutado por duas razoes:

1 - Ndo se observaram disrupgdes das jungdes apertadas em nenhum dos cortes
observados;

2 - Mesmo havendo abertura das jungdes apertadas ndo detectadas nas nossas
observagoes, os canais assim formados apenas permitem a passagem de
substancias a favor de um gradiente de concentragdo, o que ndo explica a
reducdo obtida no transporte de azul de Evans com a administragio de
clembuterol duas horas apds a aplicagdo do frio.
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As observagoes de cortes de animais tratados com a vimblastina, firmaco com
capacidade de reduzir a formagdo de vesiculas pinocitéticas (Larsson ef al. 1979,
SHARMA ef al. 1990), mostraram uma diminuigdo da actividade vesicular nas células
endoteliais dos capilares cerebrais com concomitante redu¢do da acumulagdo de
dgua no parénquima cerebral. Estes dados fornecem mais uma evidéncia para que
seja 0 aumento de pinocitose o responsdvel pelo transporte aumentado de dgua e
azul de Evans no nosso modelo de edema cerebral vasogénico.

TRANSPORTE DA FLUORESCEINA SODICA ATRAVES DE UMA MONOCAMADA
POLARIZADA DE CELULAS ENDOTELIAIS DE CAPILARES CEREBRAIS

A utilizagdo de um modelo de barreira hematoencefdlica in virro para o estudo
do transporte de substincias através dos capilares cerebrais tem permitido
esclarecer vdrios pontos que se revelaram dificeis ou mesmo impossiveis de
resolver com os modelos in vivo (Bowman et al. 1981, Aubus e BorcHarpT 1986a,b,
1987, MiLLER et al. 1992, revisdo por LATERRA € GOLDSTEIN 1993).

O efeito das catecolaminas enddgenas adrenalina e noradrenalina sobre o
transporte da fluoresceina sédica no sentido apical-basal (correspondente ao sentido
sangue-cérebro) pode resumir-se da seguinte forma: as concentragoes mais baixas
aumentaram o transporte, a0 passo que as concentragoes mais altas ndo alteraram
(10> M de noradrenalina) ou reduziram mesmo (10® M de adrenalina) a passagem
da fluoresceina sddica através da monocamada.

A demonstracdo de efeitos destas duas aminas para as doses de 107 M fornece
solida evidéncia para a existéncia de uma modulagdo adrenérgica do transporte
através dos capilares cerebrais. A inversdo no aumento do transporte verificada
para as concentragdoes mais elevadas € compativel com a hipétese das catecolaminas
poderem produzir efeitos contrdrios nas células endoteliais dos capilares cerebrais,
0o que € fortemente sugestivo da presenca de dois tipos diferentes de
adrenoceptores. A diferenga entre as doses de adrenalina e noradrenalina
necessdrias para produzir diminuicdo do transporte sugerem que O receptor
envolvido nesta redugdo seja o beta,, jd que a adrenalina é mais potente que a
noradrenalina como agonista deste subtipo de receptor beta (HOFFMAN € LEFKOWITZ
1990).

A administracdo de um agonista alfa ou de um agonista beta, (fenilefrina ou
clembuterol, respectivamente) produziu variagoes de sentido oposto na passagem da
fluoresceina sddica através da monocamada (sentido apical-basal). A fenilefrina
aumentou de forma significativa o transporte, refor¢cando a ideia de que a
estimulacdo alfa induz aumentos no transporte transendotelial nos capilares
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cerebrais. A selectividade deste firmaco para os adrenoceptores alfa na dose
utilizada permite tirar conclusdes seguras quanto ao envolvimento deste tipo de
receptores.

Os resultados obtidos com o clembuterol também sio concordantes com os
obtidos in vivo, pois este firmaco reduziu a passagem do marcador através das
células endoteliais. Estes dados fortalecem a hipStese de que a estimulagio do
receptor beta, reduz a permeabilidade da barreira hematoencefilica. No entanto, a
redugdao no transporte obtida com o clembuterol neste modelo foi de magnitude
inferior (22,7%) a obtida in vivo (cerca de 2,5 vezes para o azul de Evans), o que
faz supor que em condigdes de disrupcao da barreira hematoencefélica, a activacdo
dos receptores beta, tem um efeito mais pronunciado sobre a redugdo do transporte
através das células endoteliais dos capilares cerebrais. Voltaremos a este assunto
mais adiante.

O efeito oposto da estimulacdo alfa e beta obtido com farmacos selectivos para
estes receptores estd de acordo com a dualidade de efeitos das catecolaminas
endégenas noradrenalina e adrenalina verificadas no transporte da fluoresceina
sodica. Compativel com a hipdtese de dois efeitos opostos sobre o transporte
transendotelial mediados pelas catecolaminas é também o resultado obtido com a
noradrenalina apds bloqueio dos receptores alfa pela prazosina. Este antagonista foi
capaz de inverter o aumento do transporte induzido pela noradrenalina, ou seja,
com os receptores alfa bloqueados a noradrenalina passa a exibir um efeito
semelhante ao de um agonista beta, como o clembuterol.

Este resultado obtido com a prazosina reforga ainda a ideia de que o efeito da
fenoxibenzamina in vivo se deve de facto as suas acgdes bloqueadoras de
adrenoceptores alfa.

A auséncia de efeito da noradrenalina quando fornecida pelo lado apical
(sanguineo) sugere que o0s receptores se encontram localizados no polo basal
(cerebral) das células endoteliais. Este resultado mostra ainda que a monocamada €
pouco permedvel a noradrenalina, tal como se verifica na barreira hematoencefilica
in vivo.

Os nossos resultados mostram que doses baixas (107 M) de noradrenalina
aumentam o transporte através do endotélio capilar. Este dado pode parecer
incompativel com o que se passa em condigdes fisioldgicas no animal, em que o
transporte de substdncias do tipo da fluoresceina sédica através da barreira
hematoencefdlica é muito reduzido, apesar de muito provavelmente existir uma
libertagdo basal de noradrenalina pelos terminais adrenérgicos localizados em
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intimo contacto com a membrana basal dos capilares cerebrais. Algumas hipéSteses
podem explicar esta aparente contradigio:

I - A libertagdo basal de noradrenalina por estes terminais em condicdes
fisiologicas pode ndo ser suficiente para activar os receptores alfa, seja pela
sua quantidade ser escassa ou pelo facto do receptor alfa ndo se encontrar
suficientemente perto do terminal para poder ser activado pela amina
libertada;

2 - Nao podemos excluir a existéncia de efeito de outros mediadores no
transporte transendotelial cujos efeitos sejam contrdrios ao da estimulacio
alfa. Em condi¢gdes normais, a (baixa) permeabilidade da barreira
hematoencefdlica € a resultante das acgdes dos miiltiplos mediadores
envolvidos no seu controlo (WaHL et al. 1988, FEnsTERMACHER 1989, ApBoTT €
REVEST 1991, FRELIN € ViNE 1993).

A inibicao da formagdo de vesiculas de pinocitose pela vincristina ou pela
substitui¢do da glicose no meio nutritivo (Larsson et al. 1979, GuwLor et al. 1990)
resultou na abolicdo dos efeitos da noradrenalina e do clembuterol. Estes resultados
sdo sugestivos de que também no modelo in vitro, a modulagdo do transporte
transcelular verificada com estes firmacos se deve a modificagdes na actividade
pinocitética das células endoteliais.

Foram também descritas modificagdes no transporte de substincias através de
monocamadas de células endoteliais de capilares cerebrais devidas a alteracdo do
transporte vesicular para outros agentes como o aluminio (Aupus ef al. 1988), a
histamina (Dux e Jo6 1982) e a angiotensina II (GuiLLot & Aubus 1990), bem como
para os mediadores intracelulares AMP ciclico (Joo et al. 1975) e GMP ciclico (Joo
er al. 1983).

Em face dos resultados obtidos com os farmacos por nds utilizados no transporte
da fluoresceina sédica no sentido apical-basal (sangue-cérebro), seria legitimo
pensar que os resultados dos mesmos firmacos no transporte do mesmo marcador
no sentido inverso, ou seja, o sentido basal-apical (cérebro-sangue), constituissem
uma imagem "em espelho" dos primeiros.

De facto, a adrenalina, que na dose de 107 M aumentou o transporte da
fluoresceina sddica no sentido apical-basal, teve um efeito redutor do transporte no
sentido inverso. No entanto, os resultados obtidos com a noradrenalina (auséncia
de efeito estatisticamente significativo) e com o clembuterol (diminuicio do
transporte), ambos na dose de 107 M, ndo se enquadram nesta teoria. Mais ainda,
a redugdo no transporte da fluoresceina sddica verificada com o clembuterol é
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aparentemente contrdria a hipotese que levantdmos anteriormente de que a
estimulagdo de receptores beta, nas células endoteliais dos capilares cerebrais
aumenta o transporte no sentido cérebro-sangue.

Esta contradicao entre os resultados obtidos com o modelo in vivo e o modelo in
vitro nao pode ser explicada apenas com o recurso aos nossos dados experimentais,
€ nao encontramos quaisquer evidéncias na bibliografia para atribuirmos as
diferencas obtidas ao facto de termos utilizado o Rato no modelo in vivo e células
de Boi no modelo in vitro. Contudo, existe outro tipo de dados na literatura que
permitem formular uma hipdtese explicativa para estes resultados.

Parece ser hoje consensual atribuir ao endotélio dos capilares cerebrais algumas
das mais importantes caracteristicas de um epitélio especializado em complexas
tarefas de manutengdo de diferentes composigdes dos meios por ele separados (Berz
€ GoLpsTEIN 1986, GoLpsTEIN e Berz 1986, Crone 1986, Voreropt 1993). A
verificagdo por Berz e colaboradores (1980) de que as células endoteliais dos
capilares cerebrais evidenciam assimetria na distribuicdo das enzimas ATPase-
Na* K*, fosfatase alcalina e gama-glutamil transpeptidase, constituiu ponto de
partida para o desenvolvimento da teoria que atribui a polaridade destas células
uma das suas mais importantes caracteristicas. Foi entdo postulado que essa
polaridade € determinante para manter a composi¢dio do liquido intersticial
cerebral, condigdo essencial para o correcto desempenho das complexas e delicadas
fungdes neuroniais no sistema nervoso central.

Esta hipitese foi posteriormente reiterada por outros autores, que verificaram
haver perda de polaridade das células endoteliais dos capilares cerebrais em
situagoes de disrupgdo da barreira hematoencefdlica, como a infec¢do do sistema
nervoso central do Ratinho por um virus lento (scrapie-infected mice, voreropT et
al. 1981), a encefalomielite alérgica na Cobaia (Kato e Nakamura 1989), a
administragdo de solugdes hiperosmolares na artéria carétida do Rato (VORBRODT
1993) e a lesdo pelo frio no Gato (Voreroot er al. 1985) e no Ratinho (Voreropr
1993). Foi entdo sugerido que o deslocamento da enzima fosfatase alcalina do polo
apical para o polo basal da célula endotelial observado nestas situagdes, constitui
um mecanismo através do qual estas células passam a transportar substincias do
cérebro para o limen capilar (Voreropr er al. 1985). Ou seja, o sentido do
transporte atraves do capilar cerebral parece depender da polaridade das células que
0 constituem.

Estando descrito para modelos de edema cerebral induzido pelo frio semelhantes
a0 nosso uma inversao na polaridade da célula endotelial quanto a algumas enzimas
(VoreropT ef al. 1985, Voreropt 1993), podemos sugerir a seguinte hipdtese:
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1 - A modificacdo da polaridade da célula endotelial capilar, com translocagao de
algumas enzimas do polo apical para o polo basal, faz com que a face voltada
para o tecido cerebral passe a dispor dos mecanismos necessdrios para que
haja transporte no sentido cérebro-sangue;

2 - A estimulagdo dos receptores beta, pelo clembuterol activa esses
mecanismos, facilitando a remogao do edema através dos capilares;

3 - No modelo in vitro, o clembuterol ndo exibe efeito de aumento do transporte
no sentido basal-apical pelo facto destas células se encontrarem em condicoes
normais quanto a sua polaridade (GuiLLot e Aupus 1990).

;
\
\
A auséncia de efeito do clembuterol por nds verificada, quer no contelido de
dgua e de azul de Evans, quer na actividade pinocitética no cdrtex contralateral a
aplicagdo do frio, é também compativel com a hipdtese de a activagdo dos
receptores beta, apenas se traduzir em modificagdes no transporte através da
‘ barreira hematoencefdlica em situagdes de disrupgao desta.
‘ A diferenga na amplitude dos efeitos sobre o transporte exercidos pelo
‘ clembuterol in vivo (reducdo marcada da taxa de extraccdo do azul de Evans e
normalizac¢do do contetido de dgua ao fim de duas horas) e in vitro (ligeira redugdo
| do transporte da fluoresceina sddica) € também sugestiva de que a resposta mediada

por receptores beta, difere consoante o estado funcional da célula endotelial.

As ligeiras redugdes (sempre entre 20 a 25%) no transporte da fluoresceina
sédica através da monocamada por nds observadas sempre que existe um
; predominio da estimulagdo beta, (clembuterol, dose mais elevada de adrenalina e
| ainda noradrenalina em presenga da prazosina) podem ser devidas a alteragdes de
um transporte vesicular existente em situagdo basal nestas células (SmrrH e
BorcHARDT 1989, Raue € NEwTtoN 1991).

Esse transporte € quantitativamente pouco importante e, em condigdes basais,
parece ocorrer em ambos os sentidos (Raue € Newton 1991), o que estd de acordo
com os nossos dados, que mostram que o transporte da fluoresceina sédica em
situagao controlo € quantitativamente semelhante no sentido basal-apical e no
sentido apical-basal. A pequena amplitude das redugdes no transporte da
fluoresceina sédica obtidas com a estimulagdo dos receptores beta, € concordante
com o facto, jd referido, de esta actividade vesicular ser baixa neste tipo de modelo
in vitro.

Do que acima se descreveu, podemos formular a hipdtese de que a estimulagao

dos receptores beta, nestas condigoes pode inibir este tipo de transporte
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bidireccional, contribuindo desta forma para uma ulterior reducdo da
permeabilidade da monocamada.

PAPEL DOS MECANISMOS ADRENERGICOS CENTRAIS NO DESENVOLVIMENTO DO
EDEMA CEREBRAL VASOGENICO

Para atribuirmos com seguranga uma importdncia fisioldgica ou fisiopatoldgica
aos mecanismos adrenérgicos centrais na formagdo e/ou resolugio do edema
cerebral vasogénico, creio ser necessdrio reunir sdlida evidéncia quanto aos
seguintes pontos:

1 - Existéncia de receptores para as catecolaminas e dos seus mecanismos de
transdugdo intracelulares na interface que controla o transporte de dgua e
solutos para o sistema nervoso central, ou seja, nas células endoteliais dos
capilares cerebrais;

2 - Existéncia de inervacao adrenérgica dessas mesmas células, jd que, pelo
menos em condi¢des normais, o endotélio capilar ndo evidencia respostas as

catecolaminas circulantes (MAcKeNzie et ‘al. 1976);

3 - Existéncia de activagdo dos mecanismos adrenérgicos centrais em situagoes
de edema cerebral vasogénico;

4 - Demonstragao de efeitos sobre a formagao/resolugao do edema cerebral vaso-
génico através da manipulacao farmacoldgica de neurdnios adrenérgicos de

origem central e/ou dos adrenoceptores localizados no endotélio capilar.

A demonstragao da presenca de adrenoceptores em células endoteliais de
capilares cerebrais tem sido feita por vdrios autores utilizando fundamentalmente
dois tipos de metodologia: os estudos com radioligandos e estudos bioquimicos de
quantificagdao da produgdo de determinado mensageiro intracelular apds estimulacao
com fdrmacos com acg¢ao adrenérgica. Foi assim possivel identificar nestas células
receptores alfa,, alfa,, beta, e beta,.

A presenga de receptores alfa; foi pela primeira vez demonstrada por PEROUTKA
et al. (1980), tendo sido confirmada posteriormente por KoBavasHi ef al. (1982a).
Mais tarde, ZeLeznikar ef al. (1983) descreveram que a activagdo dos
adrenoceptores alfa, induz aumento da incorporagao do fésforo radioactivo em
microvasos cerebrais isolados do Cao, sugerindo que a via dos fosfatos de inositol
constitui 0 mecanismo de transdugdo intracelular deste receptor.

O adrenoceptor alfa, foi identificado por KarnusHiNa ef al. (1982) em células
endoteliais de capilares cerebrais do Rato. Estes autores determinaram
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simultaneamente que a activagdo deste receptor diminui a formacio de AMP ciclico
nestas células.

Os primeiros estudos que referem a presenga de adrenoceptores beta, e beta, em
microvasos cerebrais foram efectuados por HeresT ef al. (1979) e NATHANSON e
GLaser (1979). A posterior caracterizagdo destes receptores em vdrias espécies
animais (incluindo o Homem) foi feita essencialmente por KoeavasHi e
colaboradores (Kosavashi ¢t al. 1981a,b, 1982a,b).

Concluiu-se que as células endoteliais dos capilares cerebrais possuem os dois
subtipos de receptor beta, com predominincia do subtipo beta, (cerca de 80% do
total da populacio beta). A activagdo destes adrenoceptores traduz-se por um
aumento das concentragdes intracelulares do AMP ciclico (Hersst et al. 1979,
NATHANSON € GLASER 1979, KarnusHINA ef al. 1982, PALMER € PaLMER 1983).

A inervagdo dos capilares cerebrais no cortex e outras regides do cérebro por
fibras adrenérgicas de origem central foi inicialmente demonstrada por HARTMAN
(1973) e Epvinsson er al. (1973). Esta demonstracdo foi feita com base em estudos
morfoldgicos em que foram utilizadas técnicas de imunohistoquimica. A origem
desta inervagdo foi atribuida ao locus coeruleus, principal nicleo adrenérgico
central em vdrias espécies, entre as quais o Rato, niicleo este donde partem
neurdénios aferentes noradrenérgicos para vdrias regides do cérebro (DaHLsTROM €
Fuxe 1964, Loizou 1969, UncersTepr 1971). Estudos posteriores confirmaram a
existéncia de terminais adrenérgicos localizados em fintimo contacto com a
membrana basal dos capilares cerebrais bem como a localizagdo dos corpos
celulares desses neurdnios no locus coeruleus (RenneLs € NELsoN 1975, SwaNsson ef
al. 1977).

Em vdrios modelos de edema cerebral em que a componente vasogénica
contribui de forma significativa para o aumento da quantidade de dgua foi possivel
demonstrar variagoes no turnover da noradrenalina no sistema nervoso central. Sio
exemplos a isquemia cerebral (Mever ef al. 1974), a hipotermia (Pausescu et al.
1970), a aplicagdo de radiagdo gama ao cérebro (Pausescu et al. 1973), as
convulsoes (Harik et al. 1982) e a aplicagio de frio (Inoue ef al. 1991).

ApOs revisao exaustiva da extensa bibliografia existente, ndo nos foi possivel
encontrar nenhum estudo onde tenha sido feita uma tentativa de demostracdo de
influéncias adrenérgicas centrais na formagdo e/ou resolu¢do do edema cerebral
vasogénico através de manipulagdes farmacoldgicas deste sistema e utilizando um
modelo adequado.

Contudo, existem alguns trabalhos onde se demonstrou haver influéncias

adrenérgicas centrais sobre a permeabilidade da barreira hematoencefdlica, que,
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como jd foi referido, constitui a interface que controla o transporte de dgua e outras
substancias entre o sangue € o tecido cerebral. A perda da capacidade de controlar
esse transporte estd na origem do influxo anormalmente elevado de dgua e solutos
para o sistema nervoso central, com consequente formagio de edema.

Assim, RaicHLE ef al. (1975) descreveram que a estimulacdo do locus coeruleus
pelo carbacol faz aumentar a passagem de dgua radioactiva para o cérebro, sem
contudo provocar quaisquer variagdes do fluxo sanguineo cerebral. Preskorn ef al.
(1980, 1982) atribuiram ao efeito inibidor sobre a recaptagdio neuronial da
noradrenalina exercida pelos antidepressores triciclicos a sua capacidade de
aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefdlica. Este efeito dos
antidepressores triciclicos foi confirmado por Sarmento ef al. (1988) com a
utilizacdo da amitriptilina. Sarmento e colaboradores descreveram também
aumentos do transporte de fluoresceina sddica para o cdrtex de Rato, quer pela
administragdo intracerebroventricular de noradrenalina e fenilefrina (SARMENTO et
al. 1991) quer pela estimulagdo eléctrica do locus coeruleus (SarmenTo et al.
1994). Destes estudos, ressalta ainda a ideia de que a estimulagdo dos receptores
alfa e beta das células endoteliais dos capilares cerebrais pode provocar efeitos
opostos no transporte de substdncias para o sistema nervoso central, e que as
catecolaminas exercem os seus efeitos através de modificagdes da pinocitose nos
microvasos cerebrais (SArRMeNTo ef al. 1988, 1990, 1991).

Com base em alguns dos resultados apresentados, Koeavasui er al. (1985) e
WEINAND (1988) avancaram com a hipétese de que, se as catecolaminas de origem
central podem influenciar a permeabilidade da barreira hematoencefilica, entdo a
manipulagdo farmacoldgica dos mecanismos adrenérgicos centrais poderd constituir
uma nova alternativa para a terapéutica do edema cerebral vasogénico.

O conjunto dos nossos resultados fornece evidéncia experimental que sustenta a
existéncia de influéncias adrenérgicas centrais na formacado/resolugio do edema
cerebral vasogénico, ao demonstrar que o bloqueio dos adrenoceptores alfa e a
estimulagdo dos adrenoceptores beta, altera de forma significativa a evolugdo do
edema cerebral num modelo que apresenta quase exclusivamente a componente
vasogénica.

O significado fisiolégico e fisiopatoldgico da existéncia de um controlo da
permeabilidade da barreira hematoencefdlica mediado por receptores do subtipo
beta, quando o agonista endégeno € a noradrenalina (amina com afinidade baixa
para este receptor) € um ponto que nos merece atengao.

A auséncia de efeito sobre a taxa de extrac¢do do azul de Evans verificada com
a administragao do timolol sugere que, pelo menos ao fim deste tempo (2 horas),



Discussao 83

as catecolaminas enddgenas nao exercem influéncia sobre os receptores beta de
forma a diminuir a formacdo de edema. Parece, pois, que na fase inicial do
desenvolvimento do edema cerebral neste modelo, a resposta do endotélio capilar a
noradrenalina € principalmente mediada por receptores alfa, tal como & sugerido
pela redugdo nos conteidos de dgua e azul de Evans observados com a
administracdo de fenoxibenzamina. Ndo podemos, no entanto, excluir a hipotese de
as catecolaminas de origem central poderem ter um papel facilitador da resolucio
do edema cerebral em fases mais tardias do seu desenvolvimento. HarRiK e
McGunicaL (1984) sugerem que o locus coeruleus exerce um efeito protector sobre
a barreira hematoencefdlica em situagdes patoldgicas que exibem edema cerebral,
como a hipertensao.

As concentragoes de noradrenalina necessdrias para activar receptores do subtipo
beta,, ainda que relativamente elevadas (da ordem dos 105 M), poderdo ser
atingidas na superficie da célula endotelial capilar. BEvan e Su (1974) descrevem
que, para fendas sindpticas entre terminais simpdticos e a musculatura lisa vascular
com largura igual ou inferior a 1000 A, uma estimulagdo de 10 Hz pode produzir
concentragdes de noradrenalina de 105 M junto da célula efectora. A largura da
fenda sindptica observada por RenneLs € NeLson (1975) entre os terminais
noradrenérgicos de origem central e as células endoteliais dos capilares cerebrais é
inferior ao valor acima descrito de 1000 A, pelo que as concentragdes de
noradrenalina que podem ser atingidas junto do endotélio capilar em situagoes de
aumento de actividade adrenérgica central sdo provavelmente suficientes para
estimularem receptores beta,.

O desconhecimento dos mecanismos reguladores da permeabilidade da barreira
hematoencefdlica em condigdes normais e patoldgicas tem-se reflectido na
inexisténcia de terapéuticas eficazes para tratamento do edema cerebral vasogénico.
Com a excep¢do do edema induzido por tumores, onde a administragio de
corticosterdides tem revelado alguma utilidade, em todas as outras patplogias cuja
principal complicagdo € a presenga de edema cerebral o controlo do excesso de
dgua no parénquima cerebral pode considerar-se como bastante ineficaz, tal como é
atestado pelos elevados indices de morbilidade e mortalidade a ele associados (Berz
et al. 1989).

Em face dos nossos resultados, a manipulagio de mecanismos adrenérgicos
centrais parece-nos poder constituir uma hipdtese plausivel para a terapéutica do
edema cerebral vasogénico. De entre as manipulagdes possiveis, a administragao de
agonistas dos adrenoceptores beta, com capacidade de atravessarem a barreira
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hematoencefdlica surge como particularmente interessante, dado ter sido possivel ‘
reduzir, no nosso modelo experimental, o grau de edema apés a sua instalacio.

Pela sua importdncia, destacaria como patologias em que este tipo de
intervengdo se poderia revestir de grande interesse, a isquemia cerebral (acidentes
vasculares cerebrais), os traumatismos craneo-encefdlicos, a meningite bacteriana e
a encefalopatia hipertensiva.
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V - COMENTARIOS E CONCLUSOES

Pretendemos com este estudo avaliar a influéncia dos mecanismos adrenérgicos
centrais na formagao e resolugdo do edema cerebral vasogénico.

Inicidmos a nossa abordagem experimental pela utilizagio de um modelo de
edema cerebral descrito como sendo representativo do edema de tipo vasogénico, o
modelo de edema induzido pela aplicagdo de frio. Com esta metodologia estuddmos
a acumulagdo de dgua e a passagem de um marcador, o azul de Evans, no cértex
cerebral. Procedemos também a um estudo morfolégico deste mesmo tecido, por
forma a melhor esclarecermos quais os mecanismos endoteliais envolvidos no
transporte de dgua e solutos para o sistema nervoso central. Fizemos ainda uso de
um modelo in vitro da barreira hematoencefdlica com o objectivo de melhor
caracterizarmos as influéncias adrenérgicas sobre o transporte de substancias
através de células endoteliais de capilares cerebrais.

Dos resultados obtidos, extraimos as seguintes conclusdes:

1 - O modelo de edema cerebral induzido pelo frio por nds delineado e
sistematicamente aplicado revelou-se adequado para o estudo do edema
cerebral vasogénico.

2 - A formagdo de edema foi acompanhado de um aumento da actividade
pinocitdtica nos capilares cerebrais.

3 - Neste modelo, o bloqueio dos adrenoceptores alfa pela administragio prévia
de fenoxibenzamina resultou na diminuigdo da acumulagio de dgua e do
transporte do azul de Evans para o cortex cerebral. A redugdo do edema
verificada com a fenoxibenzamina acompanhou-se de redugdo da actividade
vesicular no endotélio capilar.

4 - A administra¢do prévia ou duas horas ap6s aplicagdo do frio de um agonista
dos adrenoceptores beta,, o clembuterol, diminuiu a acumulagdo de 4gua e o
transporte do azul de Evans. O clembuterol, embora tenha reduzido a
formagao de edema, nao diminuiu a actividade pinocitética nas células
endoteliais dos capilares cerebrais.

5 - O efeito do clembuterol sobre o transporte de azul de Evans foi bloqueado
pelo timolol mas ndo pelo metoprolol. Administrado isoladamente, o timolol
nao provocou alteragoes no transporte de azul de Evans.
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6 - O inibidor da pinocitose, vimblastina, foi capaz de reduzir a formagao de
edema e, concomitantemente, a activivade vesicular no endotélio capilar
cerebral. A dexametasona ndo exibiu qualquer efeito redutor do edema
cerebral.

7 - No modelo in vitro, a estimulagao de adrenoceptores alfa pela noradrenalina,
adrenalina ou fenilefrina aumentou o transporte de fluoresceina sédica através
da monocamada de c€lulas endoteliais no sentido apical-basal. O bloqueio
alfa pela prazosina inverteu o aumento induzido pela noradrenalina.

8 - O efeito da adrenalina e da noradrenalina foi dependente da dose.

9 - O aumento do transporte mediado por receptores alfa foi anulado por
processos que inibem a formagdo de vesiculas de pinocitose.

10 - A estimulagao de adrenoceptores beta reduziu ligeiramente a permeabilidade
da monocamada a fluoresceina sédica no sentido apical-basal.

11 - De igual modo, a inibigdo do transporte vesicular anulou o efeito mediado
por receptores beta.

12 - O transporte da fluoresceina sodica no sentido oposto, i.e., basal-apical, foi
ligeiramente reduzido pelo clembuterol e pela adrenalina.

Com base nas conclusoes acima expostas e em algumas ideias e resultados de
outros autores, formulei a hipdtese de interpretagdo que passo a descrever.

O edema cerebral vasogénico € uma complicagdo observada em numerosas
patologias primariamente neuroldgicas ou ndo e que tem a sua origem numa
incapacidade da barreira hematoencefdlica em manter integras as suas fungdes de
controlo do transporte de dgua e solutos para o sistema nervoso central.

Esta perda de fungdes ndo se deve a uma agressdo inespecifica a célula
endotelial, mas é resultante da soma das ac¢ées moduladoras sobre ela exercidas
por uma grande variedade de substincias. De entre estas substincias com
capacidade de modular o transporte através da barreira hematoencefdlica, as
catecolaminas de origem central teriam um papel importante quer na formagao quer
na resolugdao do edema cerebral.

O aumento do transporte mediado por adrenoceptores alfa constituiria uma
exacerbagdo patoldgica de um mecanismo que, em condigdes fisioldgicas, se
destina a aumentar o aporte de substdncias de origem plasmdtica a zonas
particularmente activas do cérebro.
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A activagdo de adrenoceptores beta (mais concretamente do subtipo beta,) seria
uma forma de acelerar o processo de remogao do excesso de dgua verificado em
situagdes de edema cerebral. Este processo seria favorecido pela modificagdo das
caracteristicas de polaridade da célula endotelial, reforcando a importincia deste
mecanismo em situagdes patoldgicas.

As modulagOes no transporte através da barreira hematoencefilica operadas
pelas catecolaminas resultariam de modificagdes na actividade pinocitdtica das
c€lulas endoteliais dos capilares cerebrais.

A utilizagdo de fdrmacos agonistas dos adrenoceptores beta, com capacidade de
penetrarem facilmente no sistema nervoso central poderia constituir uma boa
hipdtese terapéutica em patologias cuja principal complica¢do seja a existéncia de
edema cerebral vasogénico.
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VI - RESUMO

Sdo ainda mal conhecidos os mecanismos implicados no aparecimento do edema
cerebral vasogénico em algumas patologias ou modelos experimentais. O edema de
tipo vasogénico resulta de uma disfungdo da barreira hematoencefédlica, com
consequente aumento da passagem de dgua e proteinas para o parénquima cerebral.

Estdo descritos receptores adrenérgicos e seus mecanismos de transdugao nas
células que constituem o substrato anatémico da barreira hematoencefdlica (as
células endoteliais dos capilares cerebrais), bem como terminais de neurdnios
adrenérgicos de origem central em intimo contacto com essas células.

Foi objectivo deste trabalho o esclarecimento do papel dos mecanismos
adrenérgicos centrais na formagao e/ou resolugao do edema cerebral vasogénico.

Para a abordagem experimental deste problema, utilizimos basicamente duas
metodologias: o modelo in vivo de edema cerebral induzido pelo frio e o modelo in
vitro de células endoteliais de capilares cerebrais cultivadas em monocamada
polarizada.

Dentro do modelo de edema induzido pelo frio, estuddmos a formacdo de edema
através da determinagao do conteido de dgua e da taxa de extracgdo do azul de
Evans. Foi ainda feito um estudo morfolégico por microscopia de luz e por
microscopia electrénica, tendo-se observado e quantificado por graus a actividade
pinocitotica nas células endoteliais dos capilares cerebrais e a magnitude do
extravasamento de dgua para o parénquima cerebral. Estudimos os efeitos de
alguns fdrmacos (a maioria com acgdo adrenérgica) sobre a formagdo e/ou
resolugdo do edema utilizando estas trés abordagens experimentais.

No modelo in vitro procedemos ao estudo do transporte em ambos os sentidos
de um marcador (fluoresceina sddica) através da monocamada polarizada e a
influéncia de fdrmacos com acgdo adrenérgica nesse mesmo transporte.

Com o protocolo de aplicagdo de frio por nds usado, a formagdo de edema,
medida pelo contetiido cerebral de dgua e pela taxa de extrac¢do de azul de Evans,
foi mdxima ao fim de trés horas. O paralelismo entre as curvas de evolugao no
tempo destes dois parametros de avaliacdo do edema verificou-se até esse ponto.

A administragdo de fenoxibenzamina (10 mg/kg, i.p.) reduziu a formagao do
edema observado duas horas apés a aplicacdo de frio, redugdo esta que se
acompanhou de diminui¢ao da actividade pinocitética no endotélio capilar e de
redugdo do conteido de dgua cerebral observado por microscopia. O clembuterol
(1 mg/kg, i.p.) reduziu também o contelido de dgua, a taxa de extracgdao do azul de
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Evans e a extensdo de edema observdvel por microscopia, sem contudo alterar o
nimero de vesiculas de pinocitose nos capilares cerebrais. Os efeitos do
clembuterol foram anulados pelo timolol (1 mg/kg, i.p.) mas ndo pelo metoprolol
(10 mg/kg, i.p.). O timolol administrado isoladamente ndo produziu alteracdo na
taxa de extrac¢do do azul de Evans.

O clembuterol, na mesma dose, foi capaz de reduzir a formagdo de edema
quando administrado intraperitonealmente duas horas apés aplicagio do frio.

A isoprenalina injectada intraperitonealmente (0,25 mg/kg) ndo diminuiu a
formagdo do edema (contelido de dgua e taxa de extracgdo do azul de Evans) mas
foi capaz de reduzir a taxa de extrac¢do quando administrada por via
intracerebroventricular na dose de 100 ug.

A dexametasona (2,5 mg/kg, i.v.) nao exibiu qualquer efeito redutor do edema.
A vimblastina (0,8 mg/kg, i.v.), por seu turno, reduziu a formagdo de edema
(conteido de dgua, taxa de extracgdao de azul de Evans e magnitude do edema em
microfotografias) e a actividade pinocitética no endotélio capilar cerebral.

No modelo in vitro, a noradrenalina (107 M e 10-® M) e a adrenalina (10-7 M)
aumentaram o transporte da fluorescina sédica no sentido apical-basal
(correspondente ao sentido sangue-cérebro), ao passo que as doses mais elevadas
ndo evidenciaram qualquer efeito (10~ M de noradrenalina) ou reduziram mesmo o
transporte (10© M de adrenalina). O efeito de 10-¢ M de noradrenalina foi invertido
pela prazosina (107 M). A fenilefrina (10-7 M) aumentou também o transporte da
fluoresceina sodica através da monocamada de células endoteliais. O clembuterol
(107 M) reduziu a passagem de fluoresceina sédica. A noradrenalina (107 M) ndo
exibiu qualquer efeito quando aplicada ao lado apical das células endoteliais (todos
os fadrmacos até aqui referidos foram fornecidos pelo lado basal, ou cerebral).

A inibi¢ao da formagao de vesiculas de pinocitose pela vincristina (10 M) ou
pela substituicdo da glicose no meio nutritivo por 6-desoxi-d-glicose, anulou os
efeitos da noradrenalina (106 M) e do clembuterol (107 M).

O transporte da fluoresceina sédica no sentido basal-apical (correspondente ao
sentido cérebro-sangue) foi reduzido pela adrenalina (107 M) e pelo clembuterol
(107 M) mas ndo pela noradrenalina (107 M). Estes farmacos foram também
fornecidos a face basal, ou cerebral, das células endoteliais.
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Deste conjunto de resultados concluimos o seguinte:

1 -

A estimulagdo dos adrenoceptores alfa ou beta existentes no lado abluminal
do endotélio capilar cerebral poderd ter efeitos opostos sobre a passagem de
dgua e solutos através da barreira hematoencefdlica em condi¢oes de
disrupgdo desta.

A estimulagao de adrenoceptores alfa por noradrenalina libertada de terminais
de neurdnios adrenérgicos com origem no locus coeruleus poderd contribuir
para a formagdo de edema vasogénico. Por outro lado, os mecanismos
desencadeados pela estimulacdio de adrenoceptores beta (subtipo beta,)
poderdo constituir uma forma de resolugdo do edema (remogao de dgua do
parénquima cerebral através dos capilares) numa fase posterior do seu
desenvolvimento.

Os efeitos acima descritos sdo muito provavelmente devidos a capacidade de
quer a estimulagdo alfa quer a beta modificarem a actividade pinocitética das
células endoteliais dos capilares cerebrais.

A administragdo de fdrmacos agonistas dos adrenoceptores beta, com
capacidade de penetrarem facilmente no sistema nervoso central poderd ter
um efeito terapéutico em patologias em que o edema cerebral vasogénico
surge como complicagao grave.
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VII - SUMMARY

The mechanisms underlying vasogenic brain edema formation are still poorly
understood. The vasogenic type of edema results from a disruption of the blood-
brain barrier, leading to an increased transfer of water and solutes to the brain
parenchyma.

The presence of adrenoceptors and their transduction mechanisms were
described in the cells that form the anatomical substrate of the blood-brain barrier,
the brain capillary endothelial cells. Adrenergic terminals were also described in
close contact with these cells.

Our aim was to characterize the role of central adrenergic mechanisms in the
formation and/or resolution of vasogenic brain edema.

For this purpose, two different experimental approaches were used: an in vivo
vasogenic brain edema model (the cold-induced edema) and an in virro model,
consisting of a culture of polarized monolayers of brain capillary endothelial cells.

Using the in vivo model, edema formation was studied by measuring the brain
water content and the extraction ratio of Evans blue. We have also done a
morphological study, using light and electron microscopy, to observe and measure
(semi-quantitatively) the pinocytotic activity of capillary cells and the extent of
water extravasation to the brain parenchyma. We studied the effects of some drugs
(most of them adrenergic) on the formation and/or resolution of brain edema using
these three experimental approaches.

In the in vitro model, we studied the transport (in both directions) of a marker,
sodium fluorescein, through the polarized monolayer, and the influence of
adrenergic drugs on that transport.

The maximal increase of brain water content and Evans blue extraction ratio was
reached three hours after cold application and the time course curves of these two
parameters of edema formation were parallel until then.

Phenoxybenzamine (10 mg/kg, i.p.) reduced the edema formation observed two
hours after the cold application. This reduction was concomitant with a diminished
pinocytotic activity in brain capillary endothelial cells and water extravasation
observed by microscopy. Clenbuterol (1 mg/kg, i.p.) also reduced all these
parameters, except the pinocytotic activity, which remained high. The effects of
clenbuterol were blocked by timolol (1 mg/kg, i.p.) but not by metoprolol
(10 mg/kg, 1.p.). Timolol alone did not show any effect.
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The same dose of clenbuterol was able to reduce edema formation when i.p.
given two hours after cold application.

Intraperitoneally administered isoprenaline (0.25 mg/kg) did not reduce the
edema formation (water content and Evans blue extraction ratio) but was able to
reduce Evans blue extraction ratio when administered by intracerebroventricular
route, in a dose of 100 pg.

Dexamethasone (2.5 mg/kg, i.v.) did not produce any edema reducing effect.
Vinblastine (0.8 mg/kg, i.v.) reduced both edema formation (water content, Evans
blue extraction ratio and water extravasation observed by microscopy) and the
pinocytotic activity in capillary endothelium.

In the in virro model, noradrenaline (107 M and 106 M) and adrenaline (10-7 M)
increased sodium fluorescein apical-to-basal transport (corresponding to the blood-
to-brain transport), whereas higher doses did not produce any effect (noradrenaline
10> M) or even reduced the transport (adrenaline 106 M). The 107 M
noradrenaline effect was reverted by prazosin (107 M). Phenylephrine (107 M)
increased and clenbuterol (107 M) decreased sodium fluorescein transport across
the monolayer. Noradrenaline (10-7 M) did not show any effect when given to the
apical side (i.e., blood side) of the monolayer (all other drugs were given to the
basal, i.e. cerebral side of the endothelial cells).

Inhibition of pinocytotic vesicle formation, either by vincristine (10 M) or by
glucose replacement in the buffer by 6-deoxy-d-glucose, abolished both the
noradrenaline (10 M) induced increase and the clenbuterol (106 M) induced
decrease in sodium fluorescein transport. All drugs were given to the basal, i.e.
cerebral side of the endothelial cells.

Basal-to-apical (corresponding to the brain-to-blood) sodium fluorescein
transport across the polarized monolayers was reduced by adrenaline (107 M) and
clenbuterol (10-7 M), but not by noradrenaline (10-7 M). All drugs were given to
the basal, i.e. cerebral side of the endothelial cells.

From this set of data we conclude the following:

I - Stimulation of abluminal alpha or beta-adrenoceptors of capillary endothelial
cells has opposite effects upon water and solute transport across the disrupted
blood-brain barrier.

2 - Alpha-adrenoceptor stimulation by noradrenaline, released from adrenergic
terminals having their origin in the locus coeruleus, may contribute to
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vasogenic edema formation. On the other hand, the mechanisms triggered by
beta-adrenoceptor (most probably of the beta, subtype) stimulation may
constitute an edema resolution way in later stages of edema development
(water removal through the capillaries).

3 - The above mentioned effects are most likely due to the ability of alpha- and
beta-adrenoceptor stimulation to modulate pinocytotic activity in brain
capillary endothelial cells.

4 - The administration of selective beta,-adrenoceptor agonists with a good
capacity of penetrating the brain tissue may have therapeutical effects in
pathological situations in which brain edema is a serious complication.
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