|
DANIEL MOURA

LIBERTACAO, POR DIFERENTES ESTIMULOS, DA NORADRENALINA
ENDOGENA E DE AMINAS EXOGENAS INCORPORADAS
PELO TERMINAL SIMPATICO

PORTO 1988
L







DANIEL FILIPE DE LIMA MOURA

LIBERTACAO, POR DIFERENTES ESTIMULOS, DA NORADRENALINA
ENDOGENA E DE AMINAS EXOGENAS INCORPORADAS
PELO TERMINAL SIMPATICO

DISSERTACAO DE CANDIDATURA AO GRAU
DE DOUTOR APRESENTADA A FACULDADE
DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DO PORTO

PORTO 1988

O trabalho experimental e a execugao grafica
foram subsidiados pelo Instituto Nacional de
Investigacdo Cientifica



Art> 48", § 3.°—A Faculdade ndo responde pelas doutrinas expendidas na
dissertacao.

(Regulamento da Faculdade de Medicina do Porto, 29 de Janeiro de 1931
—Decreto n.° 19337)



CORPO CATEDRATICO
DA
FACULDADE DE MEDICINA DO PORTO

Doutor Alexandre Alberto Guerra Sousa Pinto

Doutor Améandio Gomes Sampaio Tavares

Doutor Anténio Alberto Falcdo de Freitas

Doutor Antonio Augusto Lopes Vaz

Doutor Antonio Carvalho de Almeida Coimbra

Doutor Anténio Fernandes da Fonseca

Doutor Anténic Fernandes Oliveira Barbosa Ribeiro Braga
Doutor Anténio Germano Pina da Silva Leal

Doutor Anténio Luis Tomé da Rocha Ribeiro

Doutor Antdnio Manuel Sampaio Araujo Teixeira

Doutor Artur Manuel Giesteira de Almeida

Doutor Candido Alves Hipolito Reis

Doutor Carlos Rodrigo de Magalhdes Ramalhdo

Doutor Carlos Sampaio Pinto de Lima

Doutor Casimiro Agueda de Azevedo

Doutor Celso Renato Paiva Rodrigues da Cruz

Doutor Daniel dos Santos Pinto Serrdo

Doutor Eduardo Jorge Cunha Rodrigues Pereira

Doutor Fernando de Carvalho Cergqueira Magro Gomes Ferreira
Doutor Francisco de Sousa Lé

Doutor Jo&o da Silva Carvalho

Doutor Joaquim Germano Pinto Machado Correia da Silva
Doutor Joaquim de Oliveira Costa Maia

Doutor José Augusto Fleming Torrinha

Doutor José Carvalho de Oliveira

Doutor José Fernando Barros Castro Correia

Doutor José Manuel Costa Mesquita Guimardes

Doutor José Manuel Gongalves Pina Cabral

Doutor José Pinto de Barros

Doutor Levi Eugénio Ribeiro Guerra

Doutor Luis Anténio Mota Prego Cunha Soares de Moura Pereira Leite
Doutor Manuel Augusto Cardoso de Oliveira

Doutor Manuel Fonseca Pinheiro Coelho Hargreaves
Doutor Manuel Machado Rodrigues Gomes

Doutor Manuel Maria Paula Barbosa

Doutor Manuel Miranda Magalhaes

Doutor Manuel Teixeira Amarante Junior

Doutora Maria da Conceigcdo Fernandes Marques Magalh&es
Doutor Mario José Cerqueira Gomes Braga

Doutor Norberto Teixeira Santos



Doutor Serafim Correia Pinto Guimaraes

Doutor Valdemar Miguel Botelho Santos Cardoso
Doutor Victor Manuel Oliveira Nogueira Faria
Doutor Walter Friedrich Alfred Osswald

Professores Jubilados

Doutor Abel José Sampaio da Costa Tavares
Doutor Albano dos Santos Pereira Ramos
Doutor Antonio Martins Gongalves de Azevedo
Doutor Carlos Ribeiro da Silva Lopes

Doutor Eduardo Esteves Pinto

Doutor Jo&o Costa

Doutor Joaquim José Manteiro Bastos
Doutor Jose Ruiz de Almeida Garrett

Doutor Julio Machado de Sousa Vaz

Doutor Manuel José Braganca Tender
Doutor Manuel Sobrinho Rodrigues Simdes

Professores Honorarios

Doutor Maurice Mercadier
Doutor Ullrich Georg Trendelenburg
Doutor Victor Antonio Augusto Nunes de Sa Machado



Aos Professores

JOSE RUIZ DE ALMEIDA GARRETT
Je me suis assez vite apercue que (c'était)
la vie d’'un grand homme. De I3, plus de respect de [a

vérité, plus d’attention, et, de ma part, plus de silence.

MARGUERITE YOURCENAR, Memoires d'Hadrien

WALTER FRIEDRICH ALFRED OSSWALD
A man for all seasons

ROBERT WHITTINTON, Vulgaria

SERAFIM CORREIA PINTO GUIMARAES

O sonho é ver as formas invisiveis

Da distancia imprecisa, e, com sensiveis
Movimentos da esp'ranca e da vontade,
Buscar na linha fria do horizonte...

Os beijos merecidos da Verdade

FERNANDO PESSOA, Mensagem



INDICE
Introdugao

Métodos
Preparacdo dos drgaos isolados
Carregamento com aminas exdgenas
Perifuséo
Estimulagé@o do nervo hipogastrico
Extracgao das catecolaminas dos tecidos e liquidos
Doseamento cromatogréfico
Doseamento cintilométrico
Auto-radiografias de luz
Descricdo e analise estatistica dos resultados

Farmacos utilizados

Resultados
Acumula¢do de adrenalina no canal deferente
Acumulagdo de adrenalina na veia safena
Acumulacdo de noradrenalina tritiada
Libertacdo de adrenalina por estimulagio transmural do canal deferente

Libertacdo de noradrenalina tritiada por estimulagdo transmural do canal
deferente

Libertac&o de adrenalina por estimulagdo do nervo hipogastrico
Libertacdo de adrenalina pelo ido potassio
Libertacdo de adrenalina pela tiramina

Influéncia da inibicio dos receptores pré-sindpticos o, na libertacdo de
noradrenalina endogena e tritiada do canal deferente por estimulacio
transmural

Auto-radiografias



Discussdo
O “efeito isotopo”

Libertacdo de aminas exdgenas diferentes utilizando o mesmao
estimulo libertador

Libertacdo da mesma amina exdgena utilizando diferentes
agentes libertadores

Relacdo entre a acumulagio tecidual de uma amina exégena
e a sua libertagao

Relacdo entre a acumulacio tecidual de uma amina exogena
e o teor em noradrenalina endogena

Localizagao da noradrenalina tritiada por auto-radiografia

Efeito do blogueio o sobre a libertagdo da noradrenalina exdgena
e da noradrenalina enddgena

Efeito da libertacdo da adrenalina recentemente incorporada
sobre a libertacdo de noradrenalina enddgena

Resumo
Summary
Bibliografia

10

|
|
Agradecimentos



Introdugéo

A curiosidade torna-se Ciéncia quando aceita uma regra: s6 vale a pena colo-
car perguntas quando for possivel planear experiéncias que lhes déem resposta.
Os surtos de progresso farmacolégico que vém habitualmente na esteira dos
métodos ou modelos experimentais novos, mostram bem que a imaginacdo é um
recurso abundante dos farmacologistas e que, em cada época, 0 desenvolvimento
dos conhecimentos € sobretudo dificultado pelos limites dos métodos. O que se
sabe da libertagdo do mediador enddgeno nos terminais adrenérgicos ilustra bem
este fenémeno.

Um facto cientifico reconhecido ha varios decénios € o de que a noradrenalina
€ uma substancia responsavel pelas respostas obtidas com a estimulagdo dos
nervos simpaticos. A sua identificagac como neurotransmissor foi conseguida pela
andlise das acgdes farmacologicas da noradrenalina que se mostraram coinciden-
tes com as do produto de libertagdo dos nervos simpaticos (Euler 1946; Holtz et al.
1947). Caracterizado o mediador procurou-se medir a quantidade dele libertada
utilizando o mesmo método. A aferigéo bioldgica serviu a Peart (1949) para medir
pela primeira vez a quantidade de noradrenalina libertada durante a estimulacédo
de nervos simpaticos. Estes métodos, embora muito sensiveis, sdo de execugio
muito morosa e, por isso, 0 numero de trabalhos dedicados a medicdo da liberta-
¢do do mediador adrenérgico enddgeno foi pequeno (Mann e West 1950; Brown e
Gillespie 1957).

Em 1959 chegou a fisiofarmacologia a técnica da utilizacdo de isétopos
radioactivos da adrenalina (Axelrod et al. 1959) e da noradrenalina (Whitby et al.
1961) e com ela surge um nove e dos mais explosivos surtos de informacao nesta
drea dando inteira raz&o a Julius Axelrod: "Major breakthroughs always seem to
depend on developing ways of measuring body constituents that are sensitive,
specific and perhaps most importantly, simple and reproducible” (citado por Sny-
der e Taylor 1972).

O procedimento experimental nestes trabalhos consiste basicamente na
oferta aos tecidos de um isétopo radioactivo de noradrenalina ou outras substan-
cias captadas pelo terminal adrenérgico, esperar o tempo considerado necessario
para gue esses marcadores sejam incorporados pelos neurénios e estudar,
depois, a sua libertacio espontanea e induzida mediante a contagem de cintila-
¢0es emitidas pelo material recolhido. O método € assim sensivel porque as cintila-
¢Oes que € necessario contar sdo emitidas por um nimero muito pequeno de
moléculas, & especifico porque toda a radioactividade medida s6 pode resultar do
marcador usado e dos seus metabolitos e simples porgue o processo analitico
estd normalizado e largamente automatizado, permitindo leituras rapidas de mui-
tas amostras.

E bem claro que a validade dos estudos com isotopos radioactivos como indi-
cadores da libertagao de substancias endogenas, depende de uma forma critica,
da demonstracdo de que a noradrenalina tritiada administrada do exterior se vai
acumular nos depositos onde existe a noradrenalina enddgena e ficar ai sujeita a
iguais influéncias libertadoras. As provas reunidas, quanto a esta exigéncia, ndo
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deixam dlvidas: as catecolaminas radioactivas acumulam-se, de maneira estavel,
nos tecidos ricamente inervados pelo sistema simpatico (Whitby etal. 1961), desa-
parecem nos animais desnervados (Hertting et al. 1961a), sdo mobilizadas pela
estimulacdo nervosa (Hertting e Axelrod 1961; Chidsey e Harriscn 1963; Rosell et
al. 1963) e pelos farmacos simpaticomimeéticos de ac¢éao indirecta (Burn e Burn
1961; Hertting etal. 1961b; Axelrod et al. 1962) e séo sensiveis ao efeito inibidor da
captacdo neuronial da cocaina (Hertting etal. 1961b) e aoc efeito depletor da reser-
pina (Hertting et al. 1961b).

Apesar disto, 0 método ndo pode dar indicacdes directas da libertagio do
mediador enddgeno mas sim indica¢des sobre uma substancia exégena que cap-
tada do exterior se acumula na estrutura em estudo e para a qual se admitiu um
comportamento semelhante ao da substancia enddgena. As deducdes feitas a
partir destes resultados para a noradrenalina enddgena baseiam-se na presun¢ao
aceitavel, mas ndo demonstrada, de que as substancias recentemente incorpora-
das do exterior pelo terminal simpatico se misturam de uma forma rigorosamente
homogénea com a noradrenalina endégena e com ela se libertam nas mesmas
proporgdes. Para que tal suceda é necessario que a amina exdgena recentemente
incorporada atinja todos os locais de armazenamento da noradrenalina enddgena
jaformada, se misture continuamente com a que vai sendo sintetizada, ndo altere a
distribuic&o intracelular da amina enddgena, seja igualmente sensivel ao meca-
nismo promotor da libertagao e ndo tenha ela propria a capacidade de modificar 0s
processos de regulacio da libertagdo do mediador. A amina exdgena, partida do
exterior e forcada a seguir um trajecto diferente, dificilmente podera corresponder
aquelas exigéncias. Mesmo que tal sucedesse é necessario definir qual & o tempo
de contacto minimo do marcador com os tecidos, a partir do qual se nao diferen-
ciam os depositos e entre que concentracoes da substéncia exdgena acumulada
se mantem essa homogeneidade.

A estas reservas feitas a coincidéncia do comportamento da noradrenalina
biogénica—sintetizada e arrumada dentro do neurénio —e do seu isétopo radioac-
tivo—fabricado e incorporado de fora—vem acrescentar-se, por um lado, a
demonstracéo feita por Trendelenburg (1961) de que a noradrenalina endogena
se apresenta normalmente acumulada nos terminais adrenérgicos em depositos
separados com diferente significado funcional e, por outro, a caracterizagéo anato-
mica de diferentes locais de acumulacao de noradrenalina (ver Grillo 1966).

Todavia, muito poucos trabalhos (Chidsey e Harrison 1963; Hughes 1973a)
se fizeram para comparar a libertagcdo dos dois tipos de amina.

O desenvolvimento recente de dais métodeas de doseamento n&o radioacti-
vos (o doseamento radioenzimatico e a cromatografia liquida de alta pressao com
deteccdo electroguimica) com um limite de detecgo suficientemente baixo para
medir as pequenas quantidades de noradrenalina libertadas para o liquido nutritivo
veio permitir colocar & prova aguela presuncgao.

Os objectivos directos deste trabalho foram assim:

—Verificar se a noradrenalina enddgena se liberta na mesma quantidade, com a
mesma velocidade e dos mesmos locais que as aminas utilizadas como marca-
dores.
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—QObservar se a presenca de aminas exdgenas no neurénio altera a libertacéo da
neoradrenalina enddgena.

—Verificar se as aminas incorporadas deslocam a noradrenalina endégena.

—Estudar se a regulacdo da libertacdo dependente de receptores pré-sinapticos
se faz sentir da mesma maneira sobre 0s mediadores enddgenos e os marcado-
res.

Métodos

Todas as experiéncias para medicéo da libertacdo dos transmissores foram
executadas em orgdos isolados montados em pequenas cAdmaras de perifusdo
percorridas por um liquido nutritivo que era continuamente recolhido para analise.
No decurso da perifusdo, a preparagdo isolada era submetida a diferentes estimu-
los libertadores e procedia-se ao doseamento das aminas no liquido de perifusio
em amostras colhidas antes e durante a intervencéo dos processos indutores de
libertagao.

A acumulacgao tecidual das aminas exégenas foi estudada pelo seu dosea-
mento nos canais deferentes retirados da camara de perifusdo no fim da experién-
cia e por auto-radiografias de luz preparadas com tecidos incubados em presenga
de isotopos radioactivos dessas aminas.

Preparacao dos orgdos isolados

Utilizaram-se trés preparactes diferentes: a veia safena de Céo isolada, o canal
deferente de Cobaia isolado e a preparacéo de nervo hipogastrico-canal deferente
de Cobaia in vitro.

Para obtencdo de fragmentos de veia safena, os cées (raca indeterminada,
sexo masculino cu feminino, peso entre 6 e 20 Kg) eram anestesiados com pento-
barbital sédico administrado por via endovenosa numa veia superficial da pata
anterior na dose de 30 mg/Kg. Isolava-se a veia safena lateral na zona de confluén-
cia dos seus ramos dorsal e plantar e removia-se 0 segmentoe gue ocupava 3-5cm
em sentido proximal a partir daquela confluéncia. Este segmento era cortado heli-
coidalmente em tiras com cerca de 2,5x 25 mm que eram libertadas de todos os
tecidos envolventes, colocadas em pequenos recipientes de 5ml de capacidade
com Krebs-Henseleit (NaCl 6,94; KCI 0,35; CaCl, 0,28; KH,PO, 0,16; MgSO,, 7H,0
0,29;NaHCO, 2,10; glicose 1,81 g/l) aque se adicionava EDTA (10 pg/ml) para evi-
tar a oxidacdo ndo enzimatica das catecolaminas (omitiu-se a adi¢do de acido
ascorbico correntemente utilizado também para aquele fim porque a sua presenca
no detector electroquimico empregue no doseamento das catecolaminas —ver
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adiante —interfere com o processo analitico) e posteriormente suspensas na
cémara de perifusdo (Guimaréaes e Osswald 1969; Guimaraes e Paiva 1977).

Os canais deferentes de Cobaia eram removidos em toda a sua extenséo
desde o topo epididimal até ao prostatico e montados para perifusdo sem abertura
previa. Para obtencéo de preparacdes em que oS canais eram remavidos com a
insercao do nervo hipogastrico seguiu-se o método descrito por Hukovic (1961) e
algumas indicacoes praticas de Holman (1975).

O canal deferente era seccionado no seu topo epididimaério e liberto da sua
fixagdo ao testiculo. Procedia-se depois a identificacdo do nervo hipogastrico
puxando para diante o0 mesocolon sigmoide até que esse meso ficasse na posicao
de uma membrana inserida na parede abdominal posterior e colocada no plano
sagital. A identificacao dos dois nervos hipogastricos fazia-se observando o meso-
colon & transparéncia e numa incidéncia lateral. Os trajectos nervosos eram liber-
tos das suas aderéncias peritoneais, primeiro em sentido proximal até & sua origem
nos ganglios mesentericos inferiores e, em seguida, no sentido oposto até cerca
de 5mm do canal deferente. A este nivel o nervo hipogastrico ramifica-se num
leque de fibras nervosas que penetram no tecido um pouco acima da terminacéo
prostatica. Esta zona era removida com o peritoneu que a revestia depois de dis-
seccdo cuidadosa para separacéo da terminacéo prostatica, da parede lateral da
bexiga e das vesiculas seminais. Esta manobra era facilitada pelo rebatimento para
diante e para baixo da bexiga com auxilio de uma pin¢a que prendia o vertice
vesical.

Depois de isolado, o conjunto nervo-canal deferente era mergulhado numa
placa de Petri com Krebs ja oxigenado e a integridade da transmissdo nervosates-
tada pela aplicacdo de um estimulo eléctrico (25Hz, 5 a 10V, 2mseg, durante
5 seqg) atraves de dois eléctrodos de prata ou platina encostados ao nervo. A pre-
servacéo da preparacio neuromuscular era comprovada pela verificacdo de que a
uma estimula¢édo do nervo correspondia uma resposta de contracgdo do 6rgéo
efector. A preparagao nervo-canal deferente era depois montada numa cdmara de
perifusdo cujo cilindro interno tinha 6 mm de didmetro e 50 mm de altura.

A extremidade proximal do canal deferente era fixada & por¢do inferior da
camara de perifuséo e a extremidade distal era suspensa numa alavanca isoténica
de inscricdo frontal submetida a uma tensdo de 1 g e a contracgdo registada com
uma ampliagdo de 6 vezes.

Carregamento com aminas exogenas

Utilizaram-se como aminas exogenas a incorporar nas preparacdes a
*H-(—)-7- noradrenalina e a (—)-adrenalina que eram adicionadas a um liguido de
incubagao em concentragdes que variaram entre 0,6 e 160 pmol/l. Veias, canais
deferentes ou preparacdes nerve hipogastrico-canal deferente eram colocados,
logo que fossem retirados do animal de experiéncia em pequenos recipientes com
solugdo de Krebs contendo 41 pmol/l de hidrocortisona e 1 mmal/l de pargilina,
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onde permaneciam 30 min a 37°C e com oxigenagdo mantida. Ao fim deste pri-
meiro tratamento os tecidos eram transferidos para outro liquido de incubacéo que
ja ndo continha pargilina e ao qual tinha sido adicionada uma das aminas exoge-
nas. Depois de uma incubacdo de 60 min, as preparagdes eram montadas nas
camaras de perifusdo (Fig. 1).

= (=3
A B

Fig. 1. Representacdo esquematica da sequéncia experimental habitualmente
seguida. A: incubac&o da preparagao em solucao de Krebs-Henseleit contendo 1
mmol/l de pargilina durante 30 min; B: incubag¢do em solugio de Krebs-Henseleit
contendo (—)-adrenalina ou *H-(—)- noradrenalina durante 60 min; C: perifusdo
durante 120 min para remogéao das catecolaminas dos compartimentos extraneu-
roniais; D: inicio das colheitas dos liquidos de perifuséo.

Perifuséo

Os tecidos eram perifundidos a um fluxo de 0,8 ml/min com a solucéo nutritiva
atras indicada e que continha sempre e até ao fim das experiéncias 41 pmol/l de
hidrocortisona. Ao fim de 120 min de lavagem iniciava-se a colheita continua das
amostras de liquido de perifusdo antes, durante e apos a aplicacdo de diferentes
processos libertadores de aminas do terminal simpatico.

Nas experiéncias de estimulagéo eléctrica transmural usou-se um estimulo
de 100V, 2 mseg, 1Hz, durante 25 min (Stimulator Il X, Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, FRG). As colheitas de liquido eram feitas de 30 em 30 mine 20
min antes da aplica¢éo da corrente adicionava-se ao meio de perifusdo cocaina
(7,5 pmol/l) e fentolamina (3 pmol/l) com o objectivo de aumentar tanto quanto
possivel a quantidade de catecolaminas libertadas no liquido a recolher para ana-
lise. Nas experiéncias destinadas a medir a influncia do blogueio pré-sinaptico
sobre a libertagdo da noradrenalina endogena e das aminas de carga, executa-
vam-se duas séries de estimulos e a fentolamina era apenas adicionada entre os
dois periodos de estimulagéo.

Nas experiéncias de libertagdo por altas concentragdes de potassio as colhei-
tas de liquido eram feitas de 10 em 10 min. O periodo de contacto com o potassio
(KCI 50 mmol/l) era também de 10 min e era antecedido, tal como se descreveu
para a estimulagdo eléctrica, do acrescento de cocaina e fentolamina ao liquido
nutritivo.
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Nas experiéncias em que o agente libertador era a tiramina (40 ou 160 pmol/l,
15 min) recolhia-se o liquido de 15 em 15 min e nao se adicionavam outros farma-
cos a solucdo de Krebs além da hidrocortisona.

Quando se utilizou a preparagdo de nervo-canal deferente o protocolo foi
igual ao da estimulacéo transmural com excepcéo das caracteristicas da corrente
eléctrica aplicada (estimulos de 25 Hz, 2 mseg, 5 ou 10V, aplicados em salvas com
a duracao de 5 seg em cada min, durante 30 min).

Estimulagio do nervo hipogastrico

A estimulacdo do nervo hipogastrico era feita através de um eléctrodo de
“Burn e Rand” (Burn e Rand 1960a). O eléctrodo era fabricado com 2 fios de prata
cujas extremidades eram enroladas & volta de um tubo de silicone de diametro
externo ligeiramente superior ao do nervo. Cada fio era passado 3 vezes em torno
do tubo de silicone e os dois enrolamentos ficavam a distdncia de 1 2 2 mm um do
outro. O conjunto era envolvido com cola (Araldite) ndo aderente ao silicone. Assim,
depois de seca, era possivel remover o tubo, criando-se um pequeno orificio onde
cabia o tronco nervosa. Os aneis do fio de prata ficavam embebidos na cola que os
isolava do meio liquido em toda a extensao excepto no seu perimetro interno que
ficava em contacto com o nervo. O eléctrodo era colocado no interior da camara de
perifusédo através de um orificio aberto na parede de vidro e ligado ao estimulador

(Fig. 2).

Fig. 2. Representacao do dispositivo experimental para colheita do liquido de peri-
fusao durante a estimulacio nervosa da preparacéo nervo hipogastrico-canal
deferente. O registo das contracdes foi utilizado para verificar se a condug¢ao ner-
vosa e a transmissao neuroefectora estavam funcionantes.
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Extraccao das catecolaminas dos tecidos e liquidos

O processo extractivo baseou-se no conhecido principio da adsorcdoe das
catecolaminas a alumina a pH alcalino e a sua remocéao pela acidificacdo do meio
(ver, por exemplo, Anton e Sayre 1962).

Os liquidos de perifusdo eram recolhidos em acido perclarico 0,1 N. A cada
amostra adicionava-se 20 mg de alumina e o pH era elevado para 8,5 com solugcao
TRIS. Os recipientes eram agitados durante 30 min, 0 sobrenadante rejeitado e a
alumina recolhida para a parte superior de um sistema de 2 tubos separados por
uma membrana microporosa. A alumina era posta em contacto com 500 pl de
acido percldrico 0,1 N e o sistema era rapidamente centrifugado. O liquido sem alu-
mina recolhido na parte inferior era utilizado para injeccéo no cromatografo ou para
leitura cintilometrica.

Os tecidos retirados no fim da experiéncia ficavam mergulhados em 3 ml de
acido durante pelo menos 24 h. O liquido sobrenadante era submetido a um pro-
ceso extractivo semelhante ao ja indicado.

Doseamento cromatografico

Na analise das catecolaminas libertadas para os liquidos de perifusdo utili-
Zou-se uma modificacdo das técnicas ja consagradas para doseamento das
pequenas concentracdes de noradrenalina e adrenalina que se encontram no
plasma (Hjemdahl et al. 1979; Hjemdahl 1984; para revisao dos principios gerais
da técnica ver Kissinger 1983).

A separacfo das catecolaminas fez-se num sistema de cromatografia liquida
de alta pressao de fase inversa formado por uma fase fixa de particulas de octade-
cilsilano com 5 pm de didmetro que preenchiam uma coluna de aco inoxidavel de
4,6 mm de didmetro interno e 250 mm de comprimento (Bioanalytical Systems,
West Lafayette, IN, USA) atravessada por uma fase mavel constituida por uma
solucdo em agua tridestilada contendo 0,1 mol/l de acetato de sddio, 0,1 mol/l de
acido citrico, 0,5 umol/l de octilsulfato de sodio e 10% (volume/volume) de metancl
(Warnhoff 1984). A fase movel tinha um pH de 3,7, encontrava-se a temperatura
ambiente e circulava com um fluxo de 1 ml/min criado por uma bomba de alta pres-
sdo (modelo M-45, Waters, Milford, MA, USA ou modelo 302, Gilson, Middleton, W,
USA). A fase movel era filtrada por uma membrana com poros de 0,22 ym (GSWP
04700, Millipore, Bedford, MA, USA) e desgaseificada sob vacuo com agitacao
constante durante 10 min antes de ser colocada no cromatégrafo.

A quantificac&o das catecolaminas fez-se, a saida da coluna de cromatogra-
fia, por amperometria com o uso de um detector electrogquimico e de uma célula de
fluxo em camada fina com um eléctrodo de pasta de carvao colocado a um poten-
cial de + 0,7V em relacdo a um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl, todos obtidos
através de Bioanalytical Systems.



Nalguns ensaios utilizou-se outra fase moével constituida por uma solugcao
amortecedora de acido monocloroacético 0,15 molfl a pH 3,0, contendo Na,EDTA
(2 mmol/l) e octilsulfato de sédio (25 mg/l) (Bioanalytical Systems 1981; Davis etal.
1981). O fluxo utilizado era de 2 ml/min e as restantes condicdes de cromatografia
e deteccdo amperomeétrica eram iguais as acima indicadas.

Para o célculo da quantidade de amina injectada no cromatografo (50-200 pl)
media-se arelacdo das alturas dos picos carrespondentes a substanciaem estudo
e ao padrao interna constituido por uma quantidade fixa de diidroxibenzilamina adi-
cionada a todas as amostras antes de iniciado o processo extractivo. Conhecida a
relacdo de alturas obtida com a injecc@o de uma amostra padrao que continha
quantidades pré-determinadas de aminas aplicava-se a formula seguinte em que
“amina” e “DHBA” significam a altura dos picos da catecolamina em estudo e da dii-
droxibenzilamina.

) {amina: DHBA) amostra _ .
(conc. amina) amostra = X (conc. amina) padrao
(amina: DHBA) padrao

A forma habitual dos registos cromatograficos obtidos com o uso de cada
uma das fases moveis atras mencionadas estd desenhada na Fig. 3.

'
i l

& min
—

Fig. 3. Desenho da forma habitual dos registos cromatograficos de uma solugéo
padrao contendo noradrenalina (pico 1), adrenalina (pico 2) e diidroxibenzilamina
(pico 3). A seta indica o momento em que a amostra foi introduzida na fase mavel.
Todas as substancias foram injectadas na quantidade de 2 ng. A: tragado obtido
com uma fase movel de monocloroacetato (0,15 mol/l) a pH 3,0, a que se adicio-
nou Na* EDTA (2 mmol/l) e octilsulfato de sddio (25 mg/l); B: cromatograma obtido
com uma fase moével de acetato de sodio (0,1 mol/l e acido citrico (0,1 mol/l), a pH
3,7, a que se adicionou octilsulfato de sodio (0,5 pmol/l) e metanol (10% do
volume).
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Doseamento cintilométrico

Aradioactividade foi medida em amostras do eluido da alumina por cintilome-
tria liquida (Graefe et al. 1973) num contador de cintilagdes (Tri-Carb Scintillation
Spectrometer modelo 3320, Packard, Warrenville, ILL, USA ou Liquid Scintillation
Counter BF500, Berthold, Wildbad, FRG) usando como liquido de cintilagdo uma
mistura de 300 ml de Triton X-100, 5,5 ml de Permablend Ill (Packard) e 1 | de
tolueno (ver Brandédo 1977).

Auto-radiografias de luz

Utilizaram-se canais deferentes de Cobaia que foram incubados na presenca
de 2,3 pmol/l de *H-noradrenalina em condi¢des iguais as descritas para as expe-
riencias de efluxo.

Apos 1 hdeincubago, os tecidos foram fixados numa solugéo a 3% de gluta-
raldeido em tamp&o cacodilato 0,1 mol/l, pH 7,3 & temperatura de 4°C. Depois de
1 h de permanéncia no fixador, os fragmentos foram submetidos a desidratagéo
atraves da passagem por solucdes com concentragdes crescentes de etanol.
Incluiram-se as amostras de tecido em Epon e os blocos foram seccionados num
ultramicrétomo em cortes semi-finos com 2 ym de espessura. Estes cortes foram
colados em laminas de vidro com cola de albumina, cobertos com acido perclérico,
reagente de Schiff e hematoxilina e cobertos com uma emulséo fotogréfica (liford
K-5 diluida em agua na proporcédo de 1/1). As laminas permaneceram numa
camara escura durante 90 dias ao fim dos quais se fez a revelacdo (Kodak D-170).
As auto-radiografias foram observadas e fotografadas num microscopio de luz
para localizar os gréos de prata correspondentes as zonas de emissdo radioactiva
(Azevedo 1982).

Descricdo e analise estatistica dos resultados

Se néo for referido de outra maneira, os resultados das experiéncias sdo
expressos pelas médias aritméticas e erros padréo. Os valores calculados como
quocientes de duas variaveis sdo descritos estatisticamente pela sua média geo-
meétrica e a sua dispersao pelos intervalos fiduciarios de 95%.

Para deducdo estatistica das diferencas entre os varios grupos de valores
experimentais utilizou-se o teste t de Student para valores emparelhados ou inde-
pendentes. A andlise foi sempre bilateral e o nivel de significdncia estatistica colo-
cado em 5%.
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Farmacos utilizados

{(—)-[7-"H(N)]-noradrenalina (18,8-23,1 Ci/mmol, New England Nuclear,
Dreieich, FRG), bitartarato de noradrenalina (Sigma, St. Louis, MO, USA), {(—)-acre-
nalina (Sigma), cloridrato de cocaina (Uquipa, Lisboa), cleridrato de fentolamina
(Ciba Geigy, Basileia, Suica), cloridrato de pargilina (Sigma), hemisuccinato de
hidrocortisona (Sigma), cloridrato de propranoiol (Sigma), cloridrato de tiramina
(Sigma), pentobarbital sédico (Siegfred Zofingen, Suica).

Resultados

As experiéncias foram realizadas em 3 preparacdes diferentes (veia safena
lateral de Céo, canal deferente de Ccbaia e preparacao do nervo hipogastrico-
-canal deferente de Cobaia) que foram carregadas com adrenalina néo radioactiva
ou noradrenalina tritiada e expostas a 4 tipos diferentes de estimulo livertador (esti-
mulacdo eléctrica transmural, ido potassio, tiramina e estimulacéo eléctrica dos
nervos) na auséncia ou na presenca de bloqueio dos receptores a,. Para facilidade
de exposicao, 0s resultados serao agrupados em valores de acumulacéo e de
libertaco e apresentados na seguinte ordem: acumulacéo tecidual de adrenalina
no canal deferente e na veia safena, e acumulacéo de noradrenalina tritiada no
canal deferente seguindo-se a libertacao pela estimulacéo transmural, libertacéo
pela estimulacdo dos nervos, libertacdo pela despolarizacdo induzida pelo
aumento da concentracdo de potassio no meio e libertagdo provocada pela tira-
mina. Por Ultimo descrevem-se os resultados do blogueio dos receptores a, na
libertagdo do mediador adrenérgico e da amina artificialmente incorporada e, no
fim do capitulo, mostram-se os resultados morfoldgicos conseguidos com as auto-
radiografias de luz dos cortes de canais deferentes incubados com amina radioac-
tiva.

Acumulacao de adrenalina no canal deferente

Quando o canal deferente é incubado durante 60 min com 2,3 umol/I de adre-
nalina e apos uma lavagem de 120 min para arrastar toda a amina presente nos
espacos intercelular e extraneuronial verifica-se que o teor emadrenalina do tecido
é de cerca de 10% do teor em noradrenalina (Fig. 4).
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Fig. 4. Acumulacdo de adrenalina no canal deferente em comparagdo com a
guantidade de noradrenalina enddgena ja existente. A altura das colunas repre-
senta a concentracéotecidual de amina (pg/g). Colunas em branco: noradrenalina;
colunas com tragos: adrenalina. Os nimeros indicados abaixo das celunas sac as
concentracdes de adrenalina adicionadas ao liquido de incubacéo (umal/l). Mos-
tra-se a média aritmética e o erro padrac da media de 4 a 8 experiéncias.

Como se vé na figura 4, s6 apos incubagao com 2,3umol/l € possivel detectar
a acumulacao de adrenalina. Essa quantidade acumulada é proporcional & con-
centracao de adrenalina no meio de incubacéo e iguala otecr de noradrenalina nas
experiéncias com 160 umal/l.

Acumulacéo de adrenalina na veia safena

Na veia safena, a acumulacdo de adrenalina faz-se parcialmente & custa de
uma certa reducdo de teor em noradrenalina (Fig. 5). Contudo, a quantidade de
adrenalina exdgena acumulada & superior a quantidade de noradrenalina gue
desaparece pois gue a quantidade final total de amina & superior ao controlo e a de
noradrenalina menor. Tal facto torna-se evidente quando se incubam as veias na
presenca de uma concentracdo cerca de 4 vezes superior (10 pmol/l).
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Fig. 5. Acumulagdo de adrenalina na veia safena em comparagdo com a quanti-
dade de noradrenalina endogena ja existente. A altura das colunas representa a
concentracéo tecidual de amina (pg/g). Colunas em branca: noradrenalina; colu-
nas com tragos: adrenalina. Os numeros indicados abaixo das colunas sac as con-
centragbes de adrenalina adicionadas ao liquido de incubagéo (umol/l). Mostra-se
a média aritmética e o erro padrdo da média de 3 a 7 experiéncias.

Acumulacdo de noradrenalina tritiada

O contacto de 1 h do canal deferente com um meio de incubagao contendo
2,3 ymol/l de (—)- noradrenalina radioactiva (18,8-23,1 Cifpmol) com marcagio
pelo tritio em posicao predominante no carbono 7, seguida de perifusdo de 120
min, leva a um teor tecidual de amina exdgena de 1,132+0,29 pg/g (ou 6,69+1,72
pmol/kg) semelhante ao que se obtém nas experiéncias com concentragdes equi-
molares de adrenalina no liquido de incubac¢ao (1,50+0,70 pg/g ou 8,20+3,83
pmol/kg).

Libertagdo de adrenalina por estimulacéo transmural do canal deferente

Os resultados expressos na tabela 1 mostram a libertacédo de adrenalina a
partir das preparacées incubadas com a concentracdo de 2,3 ymol/lde adrenalina.
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Verifica-se que o0 aumento de efluxo (diferenca entre os valores de efluxo esponta-
neo e de efluxo nos 30 min de colheita a partir do inicio da estimulaco) da noradre-
nalina endogena & maior do que o da adrenalina. Tambéem a noradrenalina é a
amina predominante no tecido mas a comparagdo dos resultados expressos em
fracgao de libertagéo (Luchelli-Fortis e Langer 1975), isto &, pelo quociente entre a
guantidade de amina libertada e a quantidade armazenada no tecido, mostra um
valor significativamente mais elevado para a adrenalina (cerca de 5 vezes supe-
rior).

A comparagdo dos efluxos de noradrenalina endégena induzidos pela esti-
mulagéo eléctrica de preparagdes de controlo, isto &, ndo sujeitas a carregamento
com adrenalina, com o efluxo induzido nas prepara¢des incubadas com adrenalina
ndo mostrou diferencas significativas.

Tabela 1. Canal deferente: conteldo tecidual de noradrenalina e de adrenalina
apos incubagdo com 2,3 pmol/l de adrenalina durante 60 min seguida de 120 min
de lavagem. Libertagdo por estimulagéo eléctrica transmural (1Hz, 2 mseg, 100V,
durante 25 miny).

Efluxo de aminas no liquido de
Teor tecidual perifuséo
Ha/g fraccdo de libertago
i
ng/30 min x 10°)
A B A B A B
" 15,60 1580 10,12 992 960a 6,80
N I ’ ; ' : ' '
aeallng | L4048 d04 4268|4250 +1,22
. 1,50 3,82 4840 b
Adrenalina +0,70 +067 4301

Resultados expressos em medias aritmeéticas = erro padréo (n=5). Em A apresen-
tam-se 0s resultados referentes ao tecido incubado com adrenalina e em B, osres-
peitantes ao canal deferente contralateral incubado sem adrenalina (controlo). A
diferenga entre a e b é estatisticamente significativa.

Numa serie de experiéncias em que se provocou uma impregnacao variavel
dos tecidos com adrenalina exoégena atraves da incubagao dos canais deferentes
em presenca de concentracdes de adrenalina entre 0,6 € 160 ymol/l verificou-se
que o efluxo de adrenalina induzido pela estimula¢ao transmural foi tanto maior
quanto maior foi a concentracdo de incubagao (Fig. 6). Nas experiéncias em que se
utilizou a concentra¢do de 0,6 pmol/l de adrenalina o seu efluxo induzido electrica-
mente no foi detectavel mas naguelas em que se empregou 160 pmol/l ja esse
efluxo de adrenalina tornou-se duplo do da noradrenalina endogenea.
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Fig. 6. Libertacdo de noradrenalina e de adrenalina por estimulacéo eléctrica
transmural do canal deferente de Cobaia apos incubacdo com concentracoes
crescentes de adrenalina. A altura das colunas representa o efluxo induzido pelo
estimulo eléctrico para o liquido de perifusdo (ng/30 min) Cclunas em branco:
noradrenalina; colunas com tracos: adrenalina. Os numeres indicados abaixo das
colunas séo as concentracdes de adrenalina adicionadas ao liquido de incubacéo
(umal/l). Mostram-se medias aritmeticas e erros padrdo de 4 a 8 experiéncias.

No entanto, quando se exprime o efluxo das aminas em fraccéo de libertacio,
isto &, dividindo a quantidade que é libertada pela quantidade presente no tecido
que é submetido ao estimulo eléctrico, obtem-se um quadre inverso (Fig. 7) aoque
se mostrou na figura anterior. A fraccéo de libertacéo de adrenalina reduziu-se com
0 aumento da impregnacéo tecidual com aguela amina.
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Fig. 7. Fraccao de libertacao por pulso da noradrenalina e da adrenalina nas expe-
riéncias de estimulacio eléctrica transmural (1Hz, 2 mseg, 100 V, executando-se
um total de 1500 estimulos) do canal deferente de Cobaia apos incubacéo com
concentracdes crescentes de adrenalina. A altura das colunas representa o efluxo
induzido pelo estimulo eléctrico para o liquido de perifuséo expresso em propor¢ao
do contetido tecidual de cada uma das aminas e dividido pelo numero de pulsos
aplicados. Colunas em branco: noradrenalina; colunas com tracos: adrenalina. Os
numeros indicados abaixo das colunas sdo as concentracdes de adrenalina adi-
cionada ao liquido de incubagdo (pmol/l). Mostram-se médias aritméticas e erros
padrdo de 4 a 8 experiéncias.
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Na figura 8 mostra-se que quanto maior for o teor tecidual de adrenalina
menor e a diferenca entre as fraccdes de libertacdo da amina exogena e da nora-
drenalina. Os valores do efluxo da neradrenalina naao sofrem variagao com a cres-
cente impregnacaoe da preparacdo com adrenalina mas os valores do efluxo da
adrenalina vao-se aproximando dos da amina endagena.
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Fig. 8. Relagao entre fraccédo de libertagdo e teores teciduais de amina nas expe-
riencias em que os canais deferentes de Cobaia incubados com concentragdes
crescentes de adrenalina foram submetidos a estimulacédo eléctrica transmural
(1Hz,2 mseg, 100V, executando-se um total de 1500 estimulos). A parte superior
da figura mostra o efluxo induzido pelo estimulo eléctrico para o liquido de perifu-
sdo0 expresso em fraccdo de libertagdo (10 xpulso™). A parte inferior da figura
mostra o teor tecidual de cada uma das aminas (pg/g). Colunas em branco: nora-
drenalina; colunas com tragos: adrenalina. Os nlimeros indicados abaixo das colu-
nas sdo as concentracdes de adrenalina adicionada ao liquido de incubacio

{umol/l). Mostram-se medias aritméticas e erros padrdo da média de 4 a 8 expe-
riéncias.
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Libertacdo de noradrenalina tritiada por estimulagéo transmural
do canal deferente

As experiéncias referidas na sec¢ao precedente, em que se submeteram a
estimulo transmural canais deferentes contendo adrenalina como amina exogena
incorporada do meio de incubagdo, foram reproduzidas com o uso de preparagoes
submetidas a carregamento com *H-(—)- noradrenalina. A concentragdo utilizada
foi a mesma (2,3 mmol/l) e a incorporacéo tecidual conseguida foi semelhante.

Os valores da tabela 2 mostram que, tal como no tecido, tambem no efluxo
induzido electricamente a noradrenalina enddgena predomina sobre a noradrena-
lina radioactiva. No entanto, hd uma diferenga marcada entre os valores da fracgéo
de libertagéo: tal como se observou nas experiéncias com adrenalina, também a
fracgdo de libertagio da noradrenalina exégena é maior do que a da noradrenalina
endogena.

Tabela 2. Canal deferente: contetdo tecidual de noradrenalina enddgena e de
noradrenalina tritiada apos incubagdo com 2,3 pmol/l *H-(=)-noradrenalina
durante 60 min seguida de 120 min de lavagem. Liberta¢do por estimulagéo elec-
trica transmural (1Hz, 2 mseg, 100 V, durante 25 min).

Efluxo de aminas no liquido de
Teor tecidual perifuséao
i frac¢ao de libertacd
; raccao de libertagdo

ng/30 min (x 109)

Endogena 20,84 10,11 6,45 a
+2,04 +1,62 +* 227

Tritiata 1,13 391 38,28 b
30,29 +2,10 +11,31

Resultados expressos em medias aritméticas € erro padrdo (n=5). A diferenca
entre a e b é estatisticamente significativa.

Libertacdo de adrenalina por estimulagdo do nervo hipogastrico

A estimulacéo transmural ndo se pode considerar uma estimulagao fisiolo-
gica, ja que in vivo, nunca se realiza este tipo de estimulag@o. Por isso, fizeram-se
algumas experiéncias para verificar o que se passa quando a preparagao é atin-
gida por um estimulo aplicado sobre o nervo que a inerva.
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Como se mostra na tabela 3, o teor total de aminas na preparacéo nervo hipo-
gastrico-canal deferente de controlo ou na que foi incubada com 2,3 pmol/l de
adrenalina durante 60 min ¢ significativamente maior do gue o que se regista no
canal deferente isolado. Este facto deve-se a técnica diferente de remocéo dos
tecidos porque a prepara¢do do nervo hipogastrico-canal deferente exige a con-
servacao do plexo nervoso muito rico existente no folheto de peritoneu gue envolve
o0 canal deferente enquanto que na técnica habitualmente usada no isolamento
apenas do canal deferente se faz a libertacdo das camadas mais externas deste

orgao.

O contetido de adrenalina representa cerca de 6,8% do total. Quanto ao teor
em noradrenalina endogena, ndo ha diferenga significativa entre o das prepara-
¢des incubadas com adrenalina e o das que foram incubadas sem adrenalina
(controlo). Acomparacao das fraccoes de libertacdo mostra que adiferenga entre a
da adrenalina e a da noradrenalina é significativa sendo maior a da amina incorpo-
rada do exterior do que a da amina enddgena. Esta diferenca da fraccéo de liberta-
¢ao (que é cercade 3 vezes mais elevada paraaamina exogena) € do mesmo grau
da verificada para a estimulacéo transmural podendo depender, portanto, dos
mesmos fendémenos.

Tabela 3. Preparacéo nervo hipogastrico-canal deferente: contelido tecidual de
noradrenalina e de adrenalina apos incubagdo com 2,3 pmol/l de adrenalina
durante 60 min seguida de 120 min de lavagem. Libertacdo por estimulacio do
nervo hipogastrico (25 Hz, 2 mseg, 5 ou 10 V, 5 seg/min durante 30 min).

Teor tecidual

Efluxo de aminas no liquido de

perifusao
Ho/g ng/30 min fraccdo de libertacdo
{(x10-3)
A B A B A B
: 3057 31,84 3,79 387 058a 0,75
Noradrelina
+396  £194(|%+1,29 +1,66 (0,17 30,30
Adrenalina 223 064 183 b
+0,51 +0,18 +0,59

Resultados expressos em médias aritméticas % erro padrdo (n=4). Em A apresen-
tam-se os resultados referentes ao tecido incubado com adrenalinae em B, os res-
peitantes ac canal deferente contralateral incubado sem adrenalina (controlo). A
diferenca entre a e b é estatisticamente significativa.
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Libertacdo de adrenalina pelo ido potassio

Qutro dos agentes usados no nosso estudo para induzir a libertagao de ami-
nas a partir de terminais adrenérgicos foi 0 ido potassio. Segundo Thoa etal. (1975),
o mecanismo pelo qual se faz a libertacdo provocada pelo potassio do canal defe-
rente de Cobaia € muito semelhante ao que esta na base da liberta¢éo induzida
pela estimulagéo eléctrica. Neste conjunto de experiéncias procedeu-se, tambem,
previamente & incorporacgdo de adrenalina nos terminais mediante a incubagao
com 2,3 pmol/l de adrenalina durante 60 min. No fim da incubacdo o teor em adre-
nalina e noradrenalina era respectivamente de 2,38 e 19,14 pg/g (tabela 4). O teor
de noradrenalina n&o foi significativamente diferente do do canal de controlo. Apos
alavagem de 120 min que se seguiu & incubacao, a adicdo de 50 mmol/l de KClao
liquido de perifusdo causou uma libertacdo de ambas as aminas. Mais uma vez, o
teor emn aminas do efluxo mostrou que a quantidade de adrenalina é proporcional-
mente maior do que a de noradrenalina. Enquanto que no tecido o teor de noradre-
nalina é cerca de 8 vezes maior do que o de adrenalina, no efluxo a noradrenalina
sO aparece numa quantidade 2 a 4 vezes superior.

Tabela 4. Canal deferente: contetido tecidual de noradrenalina e de adrenalina
apos a incubacdo com 2,3 pmol/| de adrenalina durante 60 min seguida de 120
min de lavagem. Sua libertagdo pelo potassio (50 mmol/I durante 10 min).

Efluxo de aminas no liquido de

ha/g . -

ng/10min fraccao de libertacao
(x 10%)

A B | A B | A B
11914 1931|989 984 638a 7,28
homdrenali®. | e1 5y 49,71 (o182 +0,60 | +1,40 +0,62

_ 2,38 347 18,00 b
Adrealing. 1,00 +0,82 +3,26

Resultados expressos em médias aritméticas = erro padrao (n=5). Em A apresen-
tam-se os resultados referentes ao tecido incubado com adrenalina e em B, os res-
peitantes ao canal deferente contralateral incubado sem adrenalina (controlo). A
diferenca entre a e b é estatisticamente significativa.

Libertacdo de adrenalina pela tiramina

Apesar de se tratar de um estimulo que actua por um mecanismo diferente,
também a adicdo de tiramina nas concentragcoes de 40 a 160 pmol/l mostrou uma
capacidade de induzir uma libertagdo com uma fraccéo de liberta¢do que € supe-
rior no caso da adrenalina (tabelas 5 e 6).
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Tabela 5. Canal deferente: conteudo tecidual de noradrenalina e de adrenalina
apos incubacao com 2,3 pmol/l de adrenalina durante 60 min seguida de 120 min
de lavagem. Libertagao pela tiramina (40 pmol/l durante 15 min).

_ Efluxo de aminas no liquido de
Teor tecidual perifusio
Hg/g fracgao de libertagdo
/15 mi
ng/15min x 10°)
A B A B A B
Nofadrenalina 16,99 16,31 | 30,82 18,70| 35,11 a 22,36
+2,74  +3,32|+3,27 +0,68 [+1,71 +0,91
x0,72 342 5,71

Resultados expressos em médias aritmeticas *erro padréo (n=5). Em A apresen-
tam-se os resultados referentes ao tecido incubado com adrenalina e em B, 0s res-
peitantes ao canal deferente contralateral incubado sem adrenalina (controlo). A
diferenca entre a e b é estatisticamente significativa.

Tabela 6. Canal deferente: conteido tecidual de noradrenalina e de adrenalina
apos incubacao com 2,3 pmol/l de adrenalina durante 60 min seguida de 120 min
de lavagem. Libertagao pela tiramina (160 pmol/l durante 15 min).

Teor tecidual

Efluxo de aminas no liguido de
perifusdo

Ha/g T — fraccao( ;j{: [Ijl_?)erfacao
A B A B A B
Noradrenalina 1314 1RA1] S8 984| 638a 7,28
4150 +171|£162 0,60 |+1,40 +0.52
Adrenalina 2,38 347 18,00 b
30,90 +0,82 +3,26

Resultados expressos em médias aritméticas +erro padréo (n=3). Em A apresen-
tam-se os resultados referentes ao tecido incubado com adrenalina e em B, os res-
peitantes ao canal deferente contralateral incubado sem adrenalina (controlo). A
diferenca entre a e b é estatisticamente significativa.
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Influéncia da inibicdo dos receptores pré-sinapticos a, na libertacao
da noradrenalina endogena e tritiada do canal deferente por estimulacdo
transmural.

QOutra forma de comparar o comportamento do mediador fisiologico com o de
aminas exdgenas incorporadas do exterior nos terminais adrenérgicos € estudar a
influéncia pré-sinaptica exercida sobre a libertacdo de ambas. Como se vé na
tabela 7, o blogueio dos receptores pré-sinapticos pela fentolamina provoca um
factor de aumento de cerca de 1,9 vezes quer para a noradrenalina endégena quer
para a tritiada.

Tabela 7. Canal deferente: efeito da fentolamina (3 pmaol/l) sobre o efluxo de nora-
drenalina enddgena e tritiada induzido por estimulacdo transmural (1 Hz, 2 mseg,
100 V durante 25 min). A preparacéo foi incubada com 2,3 pmol/| de *H-(—)- nora-
drenalina durante 60 min, lavada durante 120 min e submetida a estimulacdo 50
min (S1) e140 min (S2) depois. A fentolamina foi introduzida entre S1 e S2.

Fraccao de libertacao (x 10°)

S1 S2 $2/51
Enddgena 4,63 8,55 185 e

(338 633 a| (592 1235 c | (1,42 2,40)
Tritiada 13,64 25,93 1,90 f

(971 19,16) b | (21,54 31,.21)d | (1,44 2,52)

Resultados expressos em médias geometricas e intervalos de 95% de confianca
(n=Db). As diferencas entre ae b e entre ¢ e d sao estatisticamente significativas. A
diferenca entre e e f ndo é significativa.

Auto-radiografias

A distribuicdo dos gréos de prata pelas diferentes camadas do canal defe-
rente ndo foi quantificada através da determinago da sua densidade, mas a
observagdo das l[dAminas ao microscopio mostrou um padréo constante com uma
assimetria marcada. Os gréos de prata ndo tém umadistribuicao uniforme mas, em
corte transversal pode verificar-se que a sua concentracédo se faz de forma evi-
dente nas camadas mais externas do tecido enguanto que as por¢des mais pro-
fundas do canal deferente apresentam uma marcacao muito mais rarefeita,
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As fotografias reproduzidas nas figuras 9 e 10 mostram diferentes aspectos
desta concentracéo preferencial dos grdos de prata nas camadas mais externas
da preparagéo.

Como acontece noutras preparacoes as artérias e veias de pequeno calibre
existentes na espessura do parénquima apresentam-se intensamente marcadas
(Fig. 11 e 12). As imagens lineares correspondem a trajectos nervosos.

Fig. 9e 10. Auto-radiografias de luz de cortes transversais de canal deferente de
Cobaia incubado em Krebs-Henseleit contendo 2,3 pmol/l de *H-(—)- noradrena-
lina durante 60 min. O meio contém 41 pmol/l de hidrocortisona e a preparag¢ao foi
previamente tratada com pargilina (1 mmol/l). Os gréos de prata acumulam-se pre-
ferencialmente nas camadas mais externas do canal deferente. Imagens obtidas
com 30 dias de exposicdo. Zona mais periferica do orgéo.
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Fig. 11 e 12. Auto-radiografias de luz de cortes transversais de canal deferente de
Cobaia incubado em Krebs-Henseleit contendo 2,3 pmol/l de *H-(—)- noradrena-
lina durante 60 min. O meio contém 41 ymol/l de hidrocortisona e a preparacéo foi
exposta previamente a pargilina (1 mmaol/l), durante 30 min. Observam-se trajectos
lineares com o aspecto habitualmente produzido pela acumulagdo de aminas mar-
cadas em nervos adrenérgicos. Na zona entre a camada média e a adventicia da
parede de um vaso de pequeno calibre pode observar-se também uma deposicao
de graos de prata muito tipica das estruturas vasculares com uma inervagao sim-
patica de predominio adventicio-medial. Imagens obtidas com 30 dias de
exposicao.
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Discusséo

O objectivo directo das experiéncias realizadas foi quantificar, ao mesmo
tempo, a libertacdo a partir de terminais neuroniais de noradrenalina endégena e
de substéncias exodgenas incorporadas do exterior nesses terminais neuroniais,
com o fim de serem utilizadas como marcadores da libertacdo da noradrenalina
endogena. A medicdo do efluxo provocado de noradrenalina endégena e dos mar-
cadores (adrenalina ou *H- noradrenalina) por cromatografia liquida de alta pres-
sdo com deteccdo electroguimica e por cintilometria liquida mostrou que, no canal
deferente de Cobaia isclado ou na preparacéo de nervo hipogastrico-canal defe-
rente da mesma espécie, as substancias recentemente incorporadas sdo armaze-
nadas, em percentagem maior do gue a amina endogena, em depositos mais facil-
mente mobilizéveis por diversos agentes indutores da libertacdo.

O “efeito is6topo”

O prablema que foi abordado neste trabalho pode estar sujeito a discussao
mais geral sobre 0 emprego de substancias exdgenas que, pela facilidade com
que sao detectadas e quantificadas, se introduzem experimentalmente em siste-
mas bioldgicos para identificar e medir os processos de transporte, de fixacio ou
de metaboliza¢do que ocorrem com substancias dificeis de isolarou dosear. Nao &
objectivo do trabalho discutir os critérios gerais de definicdo de um marcador e pro-
curar em seguida aplica-los, em particular, ao estudo da fisiologia do sisterma adre-
nérgico. Importa, no entante, que a interpretacio dos resultados se inicie a partir
dum principic ébvio gque por descuido de linguagem é demasiadas vezes esque-
cido: os compostos, radioactivos ou nao, usados experimentalmente como “mar-
cadores” (palavra agui entendida no sentido restrito do termo “tracers” em expres-
sao inglesa) ndo marcam a presenga de nenhuma substancia enddgena com a
qual possam ser mais ou menos parecidos; detectam, sim, a presenga de enzi-
mas ou de transportadores que provavelmente tém afinidade também para subs-
tAncias enddgenas. Prolongando o risco de critica por exercicio indtil de
linguagem —veja-se, a este propasito, o apelo feito por Trendelenburg (1983), para
que se minimizem os efeitos laterais da linguagem imprecisa em Farmacologia—
pode dar-se o exemplo de que o isttopo radioactivo da (—)- noradrenalina obtido
por introducdo de um atomo de tritio no carbono B nac tem a propriedade de mar-
car 0s locais onde esta presente a noradrenalina fisiologica. De maneira restrita, as
experiéncias com noradrenalina tritiada permitem apenas concluir se ha ou nao
sistermas de transporte ou metabolizag¢ao saturaveis e selectivos para a noradrena-
lina tritiada e medir as constantes cinéticas (Km e Vmax) do transporte ou da bio-
transformacéao desse isotopo radioactivo. Do conhecimento geral que se tem do
uso de isotopos radioactivos presume-se que esses enzimas ou esses transporta-
dores tém igualmente afinidade para a molécula néo radioactiva do transmissor
endogeno. Conhecida a cinética da substancia radioactiva "traca-se”, assim, o
modelo da cinética da substéncia endégena.
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Deve reconhecer-se que a situacio extrema de falta de afinidade de um
transportador ou de um enzima para a substancia enddgena quando se demonstra
uma alta afinidade do sistema para um isétopo radioactivo dessa mesma substan-
ciae um fendmenoinsolito. No entanto, ndo se podem transp6r os valores do Vmax
ou do Km obtidos com o substrato radioactivo para o substrato biclogico. O método
radioguimico é excelente para indicar a presencga de sistemas de transporte ou de
biotransformagdo num determinado 6rgdo mas nao pode medir directamente as
constantes cinéticas para outros compostos que ndo sejam o proprio isdtopo
usado.

O protocolo experimental seguido neste trabalho no permite a determinacéo
de constantes cinéticas. No entanto, os valores da acumulagéao obtidos no pre-
sente trabalho sdo uma consequéncia directa das constantes de proporcionali-
dade (Km) e da capacidade (Vmax) da captacao neuronial e da fixagde intraneuro-
nial (captacao vesicular) a locais de armazenamento estavel. Se existirem valores
diferentes para essas caracteristicas cinéticas entre a(—)- noradrenalinae a*H-(—)-
noradrenalina os resultados da acumulacéo poderdo so por isso ser diferentes.
Existem resultados publicados que mostram a validade deste argumento.

O "efeito is6topo” do deutério introduzido em aminas simpaticomimeéticas
ficou conhecido bastante cedo (Belleau etal.1961) com a descricdo de uma redu-
¢do da desaminacao datiramina pela MAO quando se colocava um atomo de deu-
tério em posicao 8.0 tritio & um substituto ainda mais “volumoso” do que o deutério
eteria & partida uma maior possibilidade de interferir na afinidade da molécula para
sistemnas bioldgicos activos. No entanto o “efeito isdtopo” do tritio na noradrenalina
s0 foi estudado em 1983 (Trendelenburg et al.), motivado por dificuldades nainter-
pretacdo de resultados experimentais obtidos com o uso de preparacées comer-
cialmente disponiveis de *H- noradrenalina (Starke et al. 1980). O estudo sistemati-
zado (Trendelenburg et al. 1983; Grohmann et al. 1986; Henseling 1987) de diver-
s0s isotopos radioactivos contendo tritio em diferentes posicdes e em diferente
numero em cada molécula de catecolamina mostrou diferencas quantitativas que
nalguns casos eram muito marcadas. Assim, a (—)-adrenalina de alta actividade
especifica marcada com tritio no anel catecolico tem uma constante de proporcio-
nalidade inicial para a captacéo extraneuronial no coracéo de Rato que € 5,6 vezes
menor do que a da (—)-adrenalina ndo radioactiva (Grohmann e Trendelenburg
1983).

E bem claro que nas condicdes experimentais do presente trabalho, néo é
possivel definir e comparar constantes cinéticas para a noradrenalina endogena e
paraa’H- noradrenalina. Uma preparacac nao homogeneizada tem diferentes pro-
cessos de transporte e metabolizacdo a funcionar em simultédneo, por vezes
mesmo em série e em vicariéncia. Por isso so se pode estudar a cinética de um sis-
tema quando os restantes estdo blogqueados. No protocolo experimental seguido
(vermetodos) procurou-se apenas inibir a desaminagao oxidativa (intra e extraneu-
ronial) e a captagédo extraneuronial sensivel aos corticosteroides. Ficam assim acti-
vas, pelo menos, a captacéo vesicular (sensivel a reserpina), a capta¢do neuronial
(sensivel a cocaina) e parte da O-metilacdo ndo dependente do transporte corti-
costerbide-sensivel. No entanto, a analise dos valores das fracctes de libertacédo
mostrou diferencas de comportamento muito marcado entre a °H- noradrenalina e
a noradrenalina endogena.
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Os valores encontrados para a libertagdo por pulso estdo de acordo com os
descritos na literatura para o canal deferente de Cobaia e para caracteristicas
semelhantes do estimulo eléctrico (Stjarne 1973a; Belis et al. 1982).

Os resultados da fracgdo de libertacao da noradrenalina endogena séo mais
dificilmente confrontados com os referidos por outros autores porque se referema
métodos de doseamento diferentes e em regra menos sensiveis e especificos, a
outras estruturas ou a experiéncias em que se utilizaram tratamentos farmacologi-
cos diferentes. No entanto, o fenomeno descrito neste trabalho de que a fraccdo de
libertacdo da noradrenalina endogena é menor do que a do isétopo radioactivo,
esta de acordo com diferentes autores. Assim, Hughes (1973) foi capaz de eviden-
ciar no canal deferente, atraves do doseamento da noradrenalina por afericéo bio-
légica segundo um meétodo anteriormente desenvolvido por esse mesmo autor
{Hughes 1972), uma maior fraccéo de libertacdo para a °H- noradrenalina quando
empregava peguenas concentracdes naincubagao (10 ng/l). Usando umatécnica
de HPLC semelhante a que foi empregue por nos, Kahan etal. (1984) descreveram
uma fracgdo de libertacdo da noradrenalina tritiada dupla da da noradrenalina
endogena na circulacio do musculo gracilis de Céo. Note-se ainda que o primeiro
trabalho em que se estudou por HPLC a libertagdo da noradrenalina expressa em
fraccdo é o de Wakade e Wakade (1981) que registaram claramente (figura 3
desse trabalho) uma diferenca de cerca de 7 vezes entre a libertacéo da noradre-
nalina tritiada e a da noradrenalina total (coragao de Cobaia, estimulacdo transmu-
ral) embora nao tenham feito qualguer comentario a esse resultado notexto do seu
trabalho.

Pode concluir-se, em resumo, gue a *H- naradrenalina tem uma libertacéo por
estimulacao transmural do canal deferente de Cobaia superior & da noradrenalina
biogénica. Este fendmeno pode ser a consequéncia de um efeito isétopo do tritio
mas pode também resultar apenas da via de incorporacdo da amina e ser por isso
independente da natureza radioactiva ou ndo da molécula em causa. Os resulta-
dos da libertag&o da adrenalina ndo radioactiva incorporada nos terminais simpati-
cos em condi¢Oes idénticas as utilizadas para a *H- noradrenalina permitem res-
ponder a esta guestéo.

Libertacdo de aminas exdgenas diferentes utilizando o mesmo estimulo
libertador

Para se verificar se a libertagao preferencial da *H-(—)- noradrenalina induzida
pela estimulacéo eléctrica transmural € um fenémeno proprio dessa substancia
incorporada foi necessario escolher um outro composto que fosse captado pela
terminacdo simpatica, fosse acumulado no seu interior e fosse mobilizado pela
estimulacdo eléctrica. A adrenalina preenche todos estes requisitos e foi utilizada
em experiéncias feitas nas mesmas condicbes em que decorreram as experién-
cias com noradrenalina tritiada. Esta catecolamina oferecia ainda a vantagem adi-
cional de ser facilmente distinguida da noradrenalina endégena por cromatografia
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liquida de alta pressao, ficando assim dispensado o uso de uma molécula radioac-
tiva para a qual se poderia sempre invocar um “efeito isotopo”.

A acumulacao de adrenalina exdgena em Orgaos com inervacao simpatica é
um facto bem provado e que curiosamente comecou a ser descoberto antes de
idéntica descricao para a propria noradrenalina. No classico trabalho de 1959,
Axelrod et al. verificararn que a *H- adrenalina injectada peor via endovenosa no Gato
desaparece rapidamente do plasma, sobretudo por accdo da COMT, mas uma
grande parte permanece intacta durante algumas horas em varios tecidos, sobre-
tudo nos que tém inervacao adrenérgica rica. Sem terem ainda proposto explicita-
mente a acumulacio neuronial simpatica de adrenalina, os autores descreviam ja
que “Itis possible that the bound form of epinephrine represents a local store from
which epinephrine can be released”. Estes resultados s dois anos mais tarde
foram reproduzidos com a injeccao endovenosa de noradrenalina tritiada (Whitby
etal 1961). A prova definitiva da incorporacao das catecolaminas exogenas nos
terminais adrenérgicos foi estabelecida de forma inequivoca pela auséncia de
marcacao radioactiva apos desnervacao experimental dos tecidos (Hertting et al.
1961a), pela abolicdo da captacdo dos compostos radioactives por inibicdo da
captacdo neuronial conseguida através da cocaina (Hertting ef al. 1961b) pela
mobilizacdo do marcador pelos mesmos estimulos que se sabe mobilizarem a
noradrenalina dos terminais como o estimulo eléctrico (Hertting e Axelrod 1961) ou
a exposicdo a tiramina (Burn e Burn 1961; Hertting et al. 1961b; Kopin e Gordon
1962) e pela deplecéo simultdnea dos depdsitos marcados e ndo marcados pelo
tritio causada pelo tratamento dos animais com reserpina (Hertting et al. 1961b;
Kopin e Gordon 1962). A comprovacgao directa de que a adrenalina seguia o
mesmo percurso, isto & acumulacdo intraneuronial simpatica em depositos mobi-
lizadas pela estimulacio nervosa foi obtida pouco tempo depois (Andén 1964;
Rosell et al. 1964).

A comparacdo directa da acumulacéo e libertagao da adrenalina com a da
noradrenalina exogena utilizando a mesma estrutura e 0 mesmo estimulo liverta-
dor foi realizada na veia safena de Céo por Guimaraes et al.(1978) e Brandéo et al.
(1980b). Apesar da existéncia de diferencas na libertacao das duas aminas que
podem ser atribuidas a diferentes afinidades para locais de perda (Guimaraes e
Pavia 1977; Paiva e Guimarées 1978) e para os receptores presentes nas biofases
dajuncao neuroefectora simpatica (Guimaraes e Paiva 1981a, 1981b; Guimaraes
1982; Guimardes et al 1982) os resultados dos dois trabalhos atras citados mos-
tram uma grande similitude entre o processe de libertacdo neuronial de adrenalina
e 0 que ocorre com a libertacao de noradrenalina tritiada por estimulacao nervosa
(Branddo e Guimaraes 1974; Brandéo 1977).

Estes conhecimentos tornam possivel comparar os resultados das experién-
cias realizadas no presente trabatho cornnoradrenakna radioactiva e com adrena-
lina ndo marcada. O facto posto em evidéncia para a °H-(—)- noradrenalina de que
a amina exogena tem uma fracgdo de libertagdo maior do que a noradrenalina
enddgena foi tambem reproduzido nas experiéncias em que se incorporou adre-
nalina na preparacdo. Assim, para a concentragao de adrenalina no liquido de incu-
bacéo de 2,3 mmol/l o teor tecidual de amina exdgena e a sua libertacao induzida
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pela estimulagéo transmural sdo muito semelhantes aos observados com a nora-
drenalina radioactiva. Este dado ¢ um argumento importante a favor duma interpre-
tacao que favorece mais a via de acesso do que a natureza da amina captada para
o terminal simpatico: as aminas recentemente incorporadas, independentemente
da sua estrutura guimica, depositam-se em locais mais periféricos de cada termi-
nal e que sdo mais acessiveis a ac¢ao libertadora do estimulo eléctrice. Esta con-
cluséo esta de acordo com a hipétese ja proposta por Crout (1964) para explicar a
curva de desaparecimento da noradrenalina tritiada do coracéo de cobaias previa-
mente injectadas com a amina radicactiva: “It is postulated that “firmly-bound” *H-
norepinephrine released as a transmitter is derived largely from granules lying near
the axonal membrane”.

Libertacdo da mesma amina excgena utilizando diferentes agentes libertadores

Um argumento importante para distinguir se a elevada fracgdo de libertagao
das aminas exogenas esta dependente de um tipo particular de mecanismo cu se
pelo contrario, resulta apenas de uma localizacac mais periférica no nervo de qual-
quer marcador que nele seja incorporado do exterior, obtem-se com a analise dos
resultados em gue se utilizou sempre a incorporacao de umamesma amina (adre-
nalina) e em que a preparacéo que a continha era submetida a estimulos de natu-
reza diferente. Como a fraccdo de libertacao da adrenalina se manteve sempre
mais elevada do que a fraccéo de libertacéo da noradrenalina enddgena, indepen-
dentemente do estimulo (estimulacéo eléctrica transmural, estimulacéo eléctrica
do nerva hipogéstrico, exposicdo a concentracdes elevadas de potassio ou exposi-
cdo a tiramina), conclui-se gue a causa principal da maior libertagdo da amina
recentemente incorporada € a sua localizacdo mais proxima dos locais de liberta-
cao.

A libertacéo induzida pela tiramina tem muitas caracteristicas adequadas a
sua utilizacdo como utensilio experimental para demonstrar gue a incorperacao
recente de uma amina exégena se faz para locais proximos da membrana e que
sao, porisso, mais acessiveis a qualquer forma de estimulo libertador: por um lado,
& possivel discriminar, através do seu uso, a existéncia de diferentes compartimen-
tos intraneuroniais quanto a facilidade com que participam no efluxo provocado;
por outro lado, 0 seu mecanismo de ac¢io é inteiramente diferente do da estimula-
cao eléctrica, embora possa existir uma ceoincidéncia topografica entre areas
influenciadas por essas duas formas de estimulos promotores da libertagdo do
transmissor adrenérgico.

Foiatravés da utilizac&o de tiramina que Trendelenburg (1961) propds, no seu
trabalho pioneiro, a existéncia de diferentes locais de armazenamento intraneuro-
nial da noradrenalina com significado funcional diferente: um pequenc deposito
cuja mobilizacao permitia a manutencao das respostas simpaticomimeticas a tira-
mina (“available”y e um segundo compartimento fixo (*bound” depletavel pela
reserpina. Neste mesmo artigo se oferecia também a interpretacao de que a nora
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drenalina circulante podia ser captada para o pequeno compartimento sensivel a
ac¢ao datiramina o que explicaria 0s resultados de Muscholl (1960) que restabele-
ceu o efeito hipertensor da tiramina em ratos reserpinizados através da injeccao de
pequenas doses de noradrenalina que nao refizeram os depositos tecidulares
esgotados pela reserpina. Basta repdr, por exemplo, 2% do teor tecidual de nora-
drenalina para restabelecer 70% da resposta da auricula de Cobaia reserpinizada a
tiramina (Crout et al. 1962). ‘

A segunda razdo importante da escolha da tiramina no presente trabalho foi a
possibilidade de induzir libertagdo por um mecanismo diferente do da estimulacio
eléctrica. Desde que Burn e Rand (1958) provaram em animais reserpinizados que
atiramina exerce os seus efeitos através da promocao da libertagdo de noradrena-
lina 0 mecanismo de accdo das aminas simpaticomiméticas foi intensamente
investigado encontrando-se numerosas diferencas em relacao ao estimulo ner-
v0s0: ndo é sensivel a acgdo da tetrodotoxina (Bell 1968), ndo depende da pre-
senca extracelular do calcio (Thoenen etal. 1969), ndo afecta a libertacdo de dopa-
mina-B-hidroxilase (Chubb et al 1972) ndo é exocitético (Thoa etal1975) e ndo é
modulado pela angiotensina (Starke 1971a), pela activacéo de receptores o pre-
sinapticos (Starke e Montel 1973, 1974) ou pelo AMP ciclico intracelular (Gothert e
Hentrich 1986).

O mecanismo da libertagdo induzida pela tiramina dos terminais adreneérgi-
cos tem como fase final um efluxo da noradrelina mediado por transportadores
selectivos da membrana neurcnial que carreiam a amina do axoplasma para o
espaco extracelular, Este movimento postulado pela primeira vez por Paton (1973)
e a que o autor chamou ‘“accelerative exchange diffusion process” realiza-se
guando uma amina e captada pelo sistema de transporte - neuronial sensivel a
cocaina. E o mesmo transportador, trazido para a face interna da membrana celular
durante a fase de captacio da tiramina, gue mavimenta depois a noradrenalina
recolhida do axoplasma em direccdo contréria, sendo o movimento tanto mais
rapido e intenso quanto maior for a concentracdo de tiramina oferecida (Bonisch e
Rodrigues-Pereira 1983). Esta hipétese madificada para incluirum cotransporte de
sodio (Sammet e Graefe 1979; Stute e Trendelenburg 1984) e de cloreto (Friedrich
e BOnisch 1986) foi corroborada em experiéncias efectuadas com canais deferen-
tes isolados submetidos ou ndo atratamentos com reserpina e pargilina (Langeloh
et al. 1987; Langeloh e Trendelenburg 1987).

No entanto este transporte de saida (afinal da mesma natureza, mas em sen-
tido contrario ao da captagao neuronial sensivel a cocaina) € apenas a fase final do
mecanismo libertador da tiramina porque, em preparacdes nao reserpinizadas,
como os canais deferentes que foram utilizados no trabalho presente, ocorre uma
mobilizacédo muito intensa da amina vesicular para o axoplasma (requisito essen-
cial para os libertadores bons — “good releasers”—como a tiramina e que falta nos
libertadores fracos — “poor releasers”"—como a guanetidina: Langeloh e Trende-
lenburg 1987). Assim, qualquer que seja a accdo da tiramina sobre as vesiculas —
elevacdo do pH intravesicular (Johnson et al. 1982; Philips 1982) ou inibicéo do
transporte sensivel a reserpina (Michalke et al. 1987) — os factos relevantes para
interpretar os resultados de libertacdo de uma amina recentemente incorporada
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pelo terminal sdo, por um lado, o de que a tiramina possui uma capacidade, segu-
ramente grande, de mobilizar depositos vesiculares e o de que as vesiculas mais
periféricas tm uma maior probabilidade de ser atingidas pela tiramina do que as
vesiculas mais profundas (Langeloh e Trendelenburg 1987).

A escolha da adrenalina como amina exdgena a utilizar no presente trabalho
justifica-se pela capacidade gue a tiramina tem de libertar adrenalina incorporada
do exterior de forma semelhante a que se passa com a noradrenalina radioactiva.
Este conhecimento vem ja das experiéncias de Burn (1932) que mostrou, na circu-
lagdo da pata posterior de C&o, um aumento muito marcado do efeito hipertensor
da tiramina e da efedrina pela adicdo prévia de adrenalina ao sangue do circuito de
perfusdo. Experiéncias mais recentes provaram de forma muito clara que a adrena-
lina incorporada in vitro em terminais simpaticos & libertada pela tiramina (Guima-
rdes e Paiva 1981hb).

Ofacto dalibertac&o da adrenalina provocada pela tiramina expressa em frac-
¢&do do seu teor tecidual ser superior a libertagdo da noradrenalina enddgena
expressa da mesma forma, corrobora a interpretacéo de que as aminas recente-
mente incorporadas no terminal simpético se armazenam em vesiculas mais proxi-
mas da superficie celular, a partir das quais se da, com mais facilidade, a saida para
0 espaco extracelular. Esta interpretacdo esta de acordo com os resultados de
experiéncias com incorporagdo de noradrenalinatritiada e exposicdo a tiramina (no
coracéo isolado e perfundido do Rato: Potter etal. 1962; no miocardio de C4o: Chid-
sey e Harrison 1963).

A comparagao dos resultados obtidos com 40 e 160 pmol/l de tiramina mos-
tram que o seu efeito libertador da adrenalina recentemente incorporada € depen-
dente da concentragio. Nao se observou, no entanto, uma diferenca significativa
entre a relagdo das fraccoes de libertagdo da adrenalina e da noradrenalina endo-
gena obtida com a concentracdo mais baixa e a correspondente relacdo obtida
com a concentracdo mais alta. Este resultado ndo esta de acordo com as previsdes
da interpretaco muito bem documentada pela série de trabalhos de Branddo e
colaboradores (Brandac et al. 1978, 1980b, 1981, 1985) segundo a qual todos os
depositos da amina simpaética participam no efluxo pela tiramina, ao contrério do
que se passa com o estimulo eléctrico para o qual existe uma fraccéo de noradre-
nalina inacessivel. As concentracdes crescentes de tiramina atingem vesiculas
progressivamente mais profundas atingindo a suatotalidade se forem usadas con-
centracbes muito elevadas durante longas exposicoes. Assim, previa-se que a
fraccao de libertacdo da noradrenalina enddgena se aproximasse da da adrenalina
com a utilizacdo da concentragdo mais elevada. A auséncia deste resultado pode,
no entanto, dever-se ao pequeno tempo de actuacado datiramina (presente estudo:
15 min; Branddo et al.1981: 100 min) e a peguena variaco das concentractes
usadas (presente estudo: 40a 160 umol/l; Brand&o etal. 1981:0,49 a 3240 pmol/l).

Existe uma diferenga fundamental entre 0 mecanismo de libertacdo da tira-
mina, por um lado, e, pelo outro, da estimulagéo eléctrica transmural, da estimula-
céo eléctrica do nervo ou da exposi¢ao ao potassio uma vez que para todo este
ultimo grupo de estimulos a libertagfo se faz por exocitose, & dependente do célcio
e & modulada por activagéo de adreno-receptores pré-sinapticos (para revisao ver
Smith e Winkler 1972; Smith 1973; Starke 1977).
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Na entanto, apesar da natureza geral do processo libertador ser a mesma,
existem diferencas importantes para que se ndo possam considerar as experién-
cias da estimulagdo nervosa e da despolarizacio induzida pelo potassio como
duplicacdes das experiéncias de estimulacio eléctrica transmural.

Sabe-se gue a presenca de potassio no meio exterior em concentracdes
superiores a 20 mmol/l promove um aumento da permeabilidade da membrana
dos nervos ao calcio e consequente activacdo do processo de exocitose. No
entanto, ao contrario do que se passa com a estimulacéo eléctrica, o potencial de
accao gerado pelo excesso de potassio € muito fugaz e alibertacdo de amina man-
tém-se mesmo depois de extinto esse potencial (Haeusler etal. 1968). Como argu-
mentos adicionais de gque o mecanismo intimo da acgéo libertadora do potéssio
apresenta diferencas em relacao ao da estimulacéo transmural apontam-se a pos-
sibilidade de uma mabilizacdo parcialmente independente do calcio (Wakade e
Kirpekar 1974) e a auséncia de activagéo da sintese de prostaglandinas com efeito
pré-sinaptico frenador (Stjame 1973a).

Para além de ter um mecanismo de libertacao algo diferente do da estimula-
¢ao eléctrica, a despolarizacéo pelo potassio € um processo de libertagac que, tal
como o que € posto em marcha pelatiramina, atinge, por difusao atraves da parede
da preparacéo, terminacoes simpaticas profundas. Este facto temimportancia por-
que alguns autores admitem que a estimulacéo eléctricatransmural pode ndo atin-
gir todos os terminais se a resisténcia eléctrica a passagem do estimulo for muito
mais elevada nos planos mais profundos do tecido do que na periferia que estaem
contacto com o liquide nutritivo (Branddo et a/.1978). Apesar destas diferencas
entre a estimulacdo transmural e a despolarizacdo induzida pelo potassio, a frac-
céo de libertacéo de adrenalina recentemente incorporada é superior & da nora-
drenalina endogena em qualquer dos casos.

Apesar destas diferencas entre a estimulacao transmural e a despolarizacéo
induzida pelo potassio, a fraccéo de libertacao da adrenalina recentemente incor-
porada & superior & da noradrenalina enddgena em qualguer dos casos.

A estimulacdo do nervo hipogastrico produz também uma libertacdo por
mecanismo diferente do da estimulacao directa do canal deferente porque ao nivel
a que fol colocado o eléctrodo as fibras nervosas sdo pre-sinapticas (Weiner e
Rabadjija 1968; Wakade e Kirpekar 1971). Para este tipo de estimulo esta hoje pro-
vado por registos electrofisiologicos feitos através de uma técnica recentemente
descrita (Brock e Cunnane 1987) que os potenciais de acgao atingem todas as
varicosidades, emboraallibertacdo em cada uma delas sejaintermitente (para revi-
sdo ver Cunnane e Stjiarne 1982, 1984a, b). Nio existe por isso a limitacdo atras
apontada para a propagacio do estimulo eléctrico aplicado transmuralmente.
Nestas condicdes continua a obter-se uma libertacao preferencial da adrenalina
guando comparada com a noradrenalina endogena.

Relacdo entre a acumulagao tecidual de uma amina exdgena e a sua libertagao

Se as aminas incorporadas do exterior sdo libertadas em maior proporcao
relativa ao teor tecidual do que a noradrenalina endégena porgue a via de acumu-
lacdo favorece o armazenamento em locais mais acessiveis aos estimulos induto
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res de libertacao, pode-se aceitar, como hipotese, gue é possivel atenuar aquela
diferenca mudando algumas das condicdes experimentais em que se faz a acu-
mulacao ou a libertacdo. Assim, & aceitavel conjecturar que os seguintes factores
experimentais favorecem a aproximacdo do ccmportamento da noradrenalina
enddgena e da amina exagena: o aumento do tempo de contacto da preparacio
com a substancia exogena; ¢ aumento da intensidade do estimulo; finalmente, o
aumento da quantidade da amina que é incorporada no terminal.

Esta Ultima possibilidade foi posta a prova no presente trabalho através das
experiéncias em que se determinaram as fraccdes de libertacéo de adrenalina
incorporada no canal deferente em presenca de concentracées crescentes dessa
amina no liquido de incubac&o. Estes resultados serdo aqui discutidos. No fim
desta seccdo faz-se referéncia aos resultados cbtidos por outros autores que estu-
daram a influéncia das outras duas variaveis acima indicadas (tempo de contacto e
aumento da intensidade do estimulo) na aproximacdo dos valores de acumulacio
e licertacao das aminas exdgena e endagena.

Nas nossas experiéncias empregaram-se concentracdes de adrenalina no
liquide de incubacao que variaram mais de 200 vezes {entre 0,6 mmol/l e 160
mmol/l). Os resultados da acumulacao tecidual de adrenalina foram dependentes
da concentracio utilizada, sem modificacdo marcada do teor tecidual da noradre-
nalina endogena. Também se ndo observaram mudancas na fraccdo de libertacéo
dessa ncradrenalina enddgena. Assim, a interpretacéo dos resultados da liberta-
¢&o da adrenalina em preparacdes incubadas na presenca de diferentes concen-
tracdes de adrenalina é simples: a fraccao de libertacao da adrenalina vai-se tor-
nando cada vez mais baixa, e, por isso, cada vez mais proxima da da noradrenalina
endogena, & medida que a acumulacéo tecidual dessa adrenalina aumenta por-
que a incorporacao neurcnial crescente de adrenalina vai envolvendo depdsitos
sucessivamente mais profundos e menos acessiveis a estimulacéo eléctrica.

Hughes {(1973a) chegou a mesma conclusdo tendo como ponto de partida
experiéncias de libertacdo de noradrenalina tritiada provocada por estimulacdo
transmural do canal deferente de Coelho incubado na presenca de duas concen-
tragbes diferentes de *H-(—)-noradrenalina (10 ou 100 ng/ml). Os resultados
daquele autor mostraram que para a concentracao de 10 ng/ml, a fraccéo de liber-
tacéo do isdtopo radioactivo era maior do que a frac¢do de libertagao da noradre-
nalina endogena (determinada por fluarimetria) enguanto que para a concentracdo
de 100 ng/ml ja se ndo detectavam diferencas.

Embora haja acordo entre a conclusdo final de Hughes e a de presente tra-
balho, existe uma discrepancia gue € necessario analisar. Assim, a concentracao
para a qual ja se nao detectavam diferencas no comportamento das duas aminas é
muito pequena quando comparada com as concentracoes mais elevadas usadas
neste trabalho e para as quais ainda se ndo atinge uma libertacao sobreponivel do
marcador e do mediador (100ng/ml de noradrenalina correspondem a 592 nmol/|
enguanto que nas experiéncias deste trabalho se atingiram 160 pmol/l de adrena-
lina). Duas diferencas nas condictes experimentais podem contribuir para esta
discrepancia: por um lado a diferenca da frequéncia de estimulacéo e, por outro, a
existéncia de valores do teor tecidual de noradrenalina mais baixos.

Sabe-se, em relacdo com o primeiro ponto, que a fracgdo de libertacdo de
noradrenalina por pulso esta na estreita dependéncia da frequéncia dos estimulos
e cresce linearmente com a progressao logaritmica dessa frequéncia (canal defe
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rente de Coelho: Hughes 1972; canal deferente de Cobaia: Stjarne 1973a). Porisso
pode aceitar-se que a frequéncia utilizada nestas experiéncias (1Hz) mobilize
menos noradrenalina endogena do que a empregue por Hughes (2 a 16 Hz).

Em relagdo ao segundo ponto, verifica-se uma diferenca nitida nas concen-
tracdes teciduais de noradrenalina ndo radioactiva no canal deferente de Coelho
determinadas por fluorimetria e no canal deferente de Cobaia determinadas por
cromatografia liquida de alta pressdo e deteccdo electroguimica: 8,5-10 pg/g
(Hughes 1972) versus 15-20 pg/g no estudo presente. Quer resulte de uma dife-
renca de técnica ou de espécie animal, a influéncia deste valor, que constitui o
denominador da fraccdo de libertagao, parece clara.

Nas nossas experiéncias o tempo de contacto da preparacéo com as aminas
exdgenas foi fixo. No entanto, resultados descritos por outros autores apoiam a
interpretacdo segundo a qual quanto mais tempo decorrer entre a exposicéo dos
tecidos aos compostos exogenos e a estimulacdo dos terminais, mais semelhante
se tornam os comportamentos das aminas endégena e exdgena. Em experiéncias
de estimulacéo in vivo do nervo cardioacelerador de Céo apds a administragao
endovenosa de noradrenalina tritiada, a relacio entre noradrenalina radioactiva e
noradrenalina total € maior no sangue do seio coronario do que no tecide cardiaco
quando se faz a injeccao da substéncia radioactiva 60 min antes da estimulagao.
No entanto, se a administracdo do isotopo tritiado ocorre 24 ou 48 h antes da esti-
mulagao do nervo cardioacelerador ja se ndo detectam diferencas nas proporgoes
noradrenalina radioactiva/noradrenalina total medidas no sangue e no coragéo
(Chidsey e Harrison 1963). Também a libertagdo provocada pela tiramina no cora-
¢éo de Rato isolado e perfundido obtido a partir de animais a quem foi injectada
noradrenalina tritiada com uma antecedéncia de 30 min a 48 h mostra a influéncia
do tempo de incorporacdo da amina exdgena na formagao de misturas cada vez
menos heterogéneas com a noradrenalina endogena (Potter etal. 1962). Os resul-
tados destes autores mostram que a percentagem de isotopo radioactivo que €
mobilizado pela tiramina é tanto menor quanto maior foi a antecedéncia com que
se fez a administracao do isétopo radioactivo.

Um terceiro resultado que confirma este fendmeno foi descrito para a estimu-
lacdo transmural do canal deferente de Coelho incubado com *H- noradrenalina 3
ou 8 h antes. Com o decorrer do tempo a percentagem de noradrenalina libertada
que é radioactiva vai sendo menor e torna-se igual a percentagem de marcagao
radioactiva da noradrenalina tecidual (Hughes 1973a).

Também n&o podemos retirar conclusoes sobre a influéncia da intensidade
do estimulo nas diferencas entre a libertagdo da amina endogena e a recente-
mente incorporada, uma vez que a variagao deste factor foi pequena nas nossas
condicdes experimentais. SO nas experiéncias com tiramina se utilizaram estimu-
los de eficacia diferente e, mesmo neste caso, a diferenca entre os valores extre-
mos das concentracdes empregues foi pequena (40 e 160 pmol/l). As diferencas
entre as fraccOes de libertacdo da noradrenalina e da adrenalina recentemente
incorporada mantém-se com o emprego da concentracdo maior de tiramina. No
entanto, a tiramina administrada in vivo em doses de 40 a 1000 pg/kg, no Céo pre-
viamente injectado com *H-noradrenalina mobiliza para ¢ seio coronario uma
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quantidade total de noradrenalina crescente. Simultaneamente, a percentagem de
radioactividade na amina libertada vai sendo menor e aproxima-se da observada
no miocardio {Chidsey e Harrison 1963).

Hughes (1973a) refere também gue no canal deferente de Coelho incubado
com *H- noradrenalina a percentagem da amina libertada que € radioactiva € maior
nas experiéncias conduzidas com 2 Hz do que com 16 Hz.

Pode em resumo concluir-se que a libertagao preferencial da amina recente-
mente incorporada é tanto mais marcada quanto menor for a quantidade incorpo-
rada, quanto mais recente for a incorporagao e quanto menor for a intensidade do
estimulo. Este conjunto de resultados sdo um forte argumento afavor da topografia
diferente dos locais de acumulagao das aminas incorporadas a partir do espaco
extracelular e da noradrenalina pré-existente no terminal simpatico.

Relacéo entre a acumulacéo tecidual de uma amina exdgena e o teor
em noradrenalina endogena

Dos resultados da acumulacac de adrenalina obtidos com diferentes concen-
tracbes da amina no liquide de incubacao pode retirar-se um outro argumento a
favor da heterogeneidade da mistura entre a noradrenalina endogena e as aminas
incorporadas do exterior.

A capacidade de acumulacéo de catecolaminas pelos terminais simpaticos
da veia safena e do canal deferente e claramente superior aos depositos habituais
de noradrenalina endogena porque o teor total de amina apés incorporacio de
adrenalina @ maior do que ¢ teor em catecolaminas (neradrenalina enddgena) na
situacéo de centrolo. Este fenomena evidencia-se na veia safena sobretudo nas
experiéncias com a concentracdo de adrenalina mais elevada, nas quais é tam-
bém mais notdria a auséncia de uma reducdo equivalente no teor da amina endo-
gena.

Nas experiéncias com o canal deferente a variacdo das concentracdes de
carga foi maior e verifica-se de forma nitida uma acumulacdo de teores teciduais
de adrenalina crescentes sem reducao paralela dos niveis endogenos de noradre-
nalina (Fig. 4). O valor mais alto atingido pelas concentra¢des de adrenalina no
liquide de incubacéo foi de 160 umol/l e a ele corresponde uma acumulacgéo de
adrenalina no canal deferente que representa cerca de 50% do teor total de ami-
nas. Até a concentragdo utilizada ndo se observou saturacdo do processo de acu-
mulacdo tecidual. Esta adrenalina acumulada na prepara¢do encontra-se prova-
velmente em depositos neuroniais e ndo em compartimentos extraneurais, porque
¢ resistente a lavagem do espaco intercelular e dos compartimentos extraneuro-
niais (a partir do 100.° min de perifusao, o efluxo de noradrenalina no canal defe-
rente & de origem neuronial: Graefe et al. 1977) e porgue quanto mais adrenalina
tem ¢ tecido maior € a quantidade licertada por estimulas que caracteristicamente
mobilizam depodsitos neuroniais.

A principal conclusao a tirar destes resultados € a de que a acumulacgéo de
adrenalina se faz principalmente por adi¢cao e nao por substituicao, isto &, nao ha
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trocas estoiquiométricas entre a adrenalina incorporada do exterior € a noradrena-
lina endogena.

Apesar de ser frequentemente referenciada na literatura a possibilidade da
acumulacao com troca estoiquiométrica entre o composto vindo do exterior e a
noradrenalina endégena (ver Euler 1972) ndo ha evidéncia experimental directade
que este fenameno ocorra de forma regular. Pelo contrério, a possibilidade de cap-
tac&o pelos terminais simpéticos de aminas exdgenas com aumento do teor total
em amina tem sido comprovado em estruturas diferentes. Muscholl (1960) mos-
trou que a auricula de Cobaia capta noradrenalina exégena de forma a que o con-
teldo tecidual duplica. Garrett e Branco (1977) demonstraram que a capacidade
das artérias mesentéricas acumularem neradrenalina exogena e muito elevada e
que apesar de terem um conteldo elevado de noradrenalina endogena sdo capa-
zes de reter aproximadamente outro tanto.

Localizacao da noradrenalina tritiada por auto-radiografia

Algumas reservas ao emprego de metodos auto-radiograficos tém como fun-
damento a hipotese de gue nos tecidos sujeitos a fixagdo em meios liguidos, a
desidratacéo em solventes orgénicos ou a inclusdo em materiais como a parafina
ou as epoxi-resinas, o material radioactivo possa sofrer arrastamento dos locais
onde estava originariamente localizado para zonas artificialmente favorecidas por
artefacto da técnica empregue (ver VanOrden 1976). Existe, pelo contrario, o argu-
mento favoravel segundo o qual estes processos de fixacdo, desidratacéo e inclu-
sdo removem a substancia livre ou fixada por ligacdes pouco estaveis e que por
isso tem maior probabilidade de corresponder a locais de acumulacao biologica-
mente pouco significativos.

Existe um importante numero de trabalhos em gue se empregaram simulta-
neamente metodos de auto-radiografia e métodos de doseamento radioguimico.
A correlacdo entre 0s resultados obtidos por uma e outra via mostram & validade
dos estudos morfolégicos (Azevedo 1982; Azevedo et al. 1983).

O canal deferente de Cobaia & uma estrutura muito rica em nervos com mui-
tas varicosidades ao longo do seu trajecto ("boutons-en-passant”) e que nas pre-
paracdes de histofluorescéncia feitas pelo meétodo de Falck e Hillarp formam um
plexo muito denso e uniformemente distribuido por todas as camadas muscula-
res lisas (ver Burnstock e Costa 1975) e ao longo de todo o seu comprimento
(Wakade e Kirpekar 197 1). Ha autores que descrevem, no canal deferente de Rato,
uma pequena assimetria na densidade dos nervos tornados fluorescentes pelo
aldeido formico (Anton etal 1977). Essa assimetria ocorre apenas no topo epididi-
mario e o seu padréo é oposto ao gue observamaos nas preparacoes de auto-radio-
grafia obtidas com a noradrenalina tritiada: enquanto que as auto-radiografias
mostram uma acumulacdo preferencial de graos de prata nas camadas mais exte-
riores do orgéo, a histofluorescéncia da porcao epididimaria do canal deferente de
Rato revela que a camada circular interna e mais densamente inervada do gque a
camada lengitudinal externa (Anton et al. 1977).
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trocas estoiquiométricas entre a adrenalina incorporada do exterior e a noradrena-
lina enddgena.

Apesar de ser frequentemente referenciada na literatura a possibilidade da
acumulacao com troca estoiquicmétrica entre o composto vindo do exterior € a
noradrenalina endégena (ver Euler 1972) ndo ha evidéncia experimental directa de
que este fenomeno ocorra de forma regular. Pelo contrario, a possibilidade de cap-
tacio pelos terminais simpaticos de aminas exégenas com aumento do teor total
em amina tem sido comprovado em estruturas diferentes. Muscholl (1960) mos-
frou que a auricula de Cobaia capta noradrenalina exdgena de forma a que o con-
teldo tecidual duplica. Garrett e Branco (1977) demonstraram gue a capacidade
das artérias mesentericas acumularem noradrenaling exogena € muito elevada e
que apesar de terem um conteldo elevado de noradrenalina enddgena sdo capa-
zes de reter aproximadamente outro tanto.

Duas explicagdes se podem invocar para interpretar este resultado da marca-
¢ao auto-radiografica predominante nas camadas exteriores do canal deferente: a
presenca nas camadas mais profundas do ¢rgéo de fibras nervosas néo adrenér-
gicas incapazes de captar noradrenalina ou a dificuldade da noradrenalina exo-
gena atingir, durante a incubacdo, nervos profundos capazes de a captar.

A observacdo do canal deferente de Cobaia pelo método de histofluorescén-
cia de Falck e Hillarp, caracteristico das catecolaminas, mostra abundantes trajec-
tos fluorescentes correspondentes a nervos nas camadas que nas nossas prepa-
racOes ndo sao marcadas pelos graos de prata correspondentes a noradrenalina.

Para alem disso, pde-se actualmente em duvida que exista na parede do
canal deferente um contingente importante de nervos vegetativos desprovidos de
mecanismos de sintese, captacao, armazenamento e libertacdo de noradrenalina.
E certo que a existéncia de uma neurotransmisséo nio adrenérgica e ndo colinér-
gica proposta de uma forma explicita por Burnstock ef af. (1963) esta hoje bem
estabelecida em numerosos tecidos, incluindo o canal deferente de Cobaia
(Ambache e Zar 1971). No entanto, o conceito de um terceiro sistema nervoso
vegetativo formado por um contingente distinto de nervos nao adrenergicos e nao
colinérgicos nao se revelou satisfatorio e foi substituido pela hipotese diferente de
que as duas divisdes classicas do sistema nervoso vegetativo podem conter, para
além da noradrenalina ou da acetilcolina, outros neurotransmissores em diferentes
proporcdes (para revisao ver Burnstock 1986). O canal deferente & um dos érgdos
em que se tem encentrado um numero maior de efeitos resultantes da actividade
nervosa gue ndo sao mediados pela noradrenalina. Sabe-se que a fase inicial
rapida da contraccZo muscular & provocada pelo ATP (Fedan etal. 1981; Meldrum
e Burnstock 1983; Sneddon e Westfall 1984) e que a inibicac pré-sinaptica
depende em parte da adenosina (Hedgvist e Fredholm 1976) e do neuropeptideo
Y (Lundberg et al. 1982). E também possivel que as consequéncias morfoldgicas
da desnervacao (aumento do nimero de nexos entre as celulas musculares lisas:
Westfall etal. 1977) sejam independentes da falta de noradrenalina, a semelhanca
do gue esta descrito para outras estruturas sujeitas a privacéo experimental da sua
inervacao simpatica (Branco etal. 1984, Azevedo e Osswald 1986; Albino-Teixeira
et al. 1987; Sarmento et al1987).
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Apesar desta variedade de substancias libertadas pelos nervos do canal
deferente, tem sido possivel mostrar que a noradrenalina e esses compostos sdo
cotransmissores de proveniéncia neuronial comum (Westfall et al. 1977; Fedan et
al1981; Lundberg et al. 1982; Meldrum e Burnstock 1983; Sneddon e Westfall
1984). A concluséo analoga chegou também Soares-da-Silva (1987a,b) na sua
tentativa de localizacao do “pool”independente de dopamina nos ramos da arteria
mesentérica (Soares-da-Silva e Davidson 1985; Soares-da-Silva 1986).

Parece assim necessario adoptar a explicacdo de que a auséncia de marca-
¢do auto-radiografica da porcao profunda da parede do canal deferente resulta da
dificuldade da noradrenalina exdgena atingir, durante o processo de incubacao os
nemvos de profundidade. Ha duas possibilidades para que tal aconteca: ou se trata
de uma simples dificuldade de difusdo ou se trata de uma captacio macica pela
rede nervosa periférica que sequestra a totalidade de amina que a atinge.

Dois factores dificultam a difusdo de substancias da superficie para a profun-
didade do canal deferente: a espessura da sua parede e a contrac¢ao intensa que
se abserva durante todo o periodo de incubacdo e que € provocada pelas elevadas
concentracdes de adrenalina ou de noradrenalina presentes no liquido de incuba-
cao.

Mais do que decidir se a espessura da parede de um ¢rgao influencia de
forma clara a difusdo de noradrenalina exdgena através dessa parede, a guestao
importante para a interpretacdo dos resultados auto-radiograficos deste estudo
estd em saber se 1 hdeincubacio é suficiente para assegurar a difusao completa
da amina. A literatura &€ omissa quanto a estudos de incorporacao seriada de cate-
colaminas exogenas no canal deferente.

Existem estudos auto-radiograficos pormenorizados feitcs em condicoes
experimentais muito semelhantes as deste trabalho que respondem a uma ques-
tdo semelhante posta para uma outra estrutura. Na veia safena de Cao existe ape-
nas uma assimetria na acumulacéo de isoprenalina acs 2 min de incubacédo e 8
min bastam para que nédo haja diferencas na densidade de marcacao entre as
camadas justa-intima e justa-adventicial (Azevedo e Osswald 1976). A marcacao
inicial mais intensa do lado da intima & possivelmente devida a um sistema de cap-
tacdo e transporte activo através do endotélio e nao parece existir uma dificuldade
importante de difusao.

A penetracao da noradrenalina na parede da veia safena de Cao em ambas as
direccoes é também muito rapida. A auto-radiografia executada a tempos diferen-
tes apds oferta via intraluminal de °*H- noradrenalina mostra uma clara progresséo
dos grdos de prata no sentido da intima para a camada média mas este fendmeno
56 é detectado durante um periodo de tempo muito curto (30 seg-2 min) (Osswald
etal 1971). Fenomeno idéntico em sentido inverso se obteve quando a oferta de
noradrenalina radioactiva é feita pelo lado da adventicia (Osswald etal. 1971). O
estudo da veia safena de Cao por histofluorescéncia segundo a técnica de Falck e
Hillarp e por auto-radiografia permite concluir que a marcacao das diferentes
camadas pelos gréos de prata € sobreponivel a topografia dos trajectos nervosos
fluorescentes, bastando para tal 1 ou 2 min de incubagao com ‘H-noradrenalina
(Coimbra et al1974).
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E claro que o canal deferente de Cobaia possui uma camada muscular longi-
tudinal externa que ndo existe nas veias e uma camada circular muito densamente
povoada porfibras musculares lisas, 0 que no seu conjunto da a esta estruturauma
espessura de parede maior do que aquela que é conferida a veia safena de Cao
por 8 a 12 camadas de fibras musculares lisas circulares. Nao é, por isso, legitimo
extrapolar para o canal deferente os resultados deste estudo pormenorizado feito
com uma veia de calibre méedio mas parece pouco provavel que 1 h de incubagdo
ndo permita completar uma difusio que na veia safena se conclui entre 1 a 8 min.

A difusdo pode ainda estar dificultada pelo estado de contraccéo da parede
da estrutura, como foi demonstrado por Paiva e Guimaraes (1984) para a veia
safena A suaimportancia para os nossos resultados sé podera seravaliada atra-
vés de experiéncias em gue se mantenha o canal deferente relaxado durante o
periodo de incubacdo mediante adicdo de blogueadores o,

A densa inervacéo concéntrica do canal deferente pode constituir uma bar-
reira de acesso, independente da maior ou menor dificuldade de difusdo da nora-
drenalina. Este tipo de barreira constituido por um circulo mais externo de terminais
simpaticos esta muito bem caracterizado na artéria central da orelha de Coelho.
Nesta estrutura a distribuicdo dos nervos adrenérgicos faz-se apenas & adventicia.
N&o ha grandes barreiras de difusdo mas a noradrenalina aplicada pelo lado da
adventicia e avidamente captada pelos neurdnios que envolvem a artéria e chega
em menor quantidade &s fibras musculares situadas na profundidade. A prepara-
¢do @ muito mais sensivel a accao constritora da noradrenalina aplicada pelo lado
da intima. O blogueio de captacdo neuronial pela cocaina e a desnervacgéo fazem
desaparecer estas diferencas de sensibilidade porque abolem esse sistema que
néo deixa penetrar a noradrenalina (De la Lande et al. 1967).

Um modelo experimental semelhante ao utilizado por aqueles autores em
gue o canal deferente fosse ora perfundido ora perifundido por um liquido nutritivo
contendo noradrenalina radicactiva ou adrenalina permitiria resolver o problema
que nas nossas experiéncias ndo tem resposta.

As nossas observacdes auto-radiograficas de luz confirmam a possibilidade
de uma marcacdo heterogénea das varicosidades. Existe ainda a possibilidade de
uma marcagao heterogénea dentro de cada varicosidade como esta descrito por
autores que utilizaram a auto-radiografia ultraestrutural. Budd e Salpeter (1969)
referem uma marcacao mais periférica nos terminais simpaticos em preparacdes
de auto-radiografia observadas ao microscopio electronico apds exposicéo a nora-
drenalina radioactiva.

Efeito do blogueio o sobre a libertagao da noradrenalina exégena
e da noradrenalina endogena

A discussdo dos mecanismos reguladores da neuro-secrecéo de noradrena-

lina por auto-receptores pré-sinapticos frenadores ndo faz parte da indole do tra-
balho presente. Apontam-se apenas as referéncias cruciais do seu desenvolvi-
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mento, mais a titulo de tributo e para prazer intelectual do autor, e indicam-se
depois os trabalhos de revisac mais consagrados e recentes. A observacao origi-
nal de Brown e Gillespie (1957) de que a fenoxibenzamina produz um aumento
muito marcado do efluxo do transmisser simpético durante a estimulacao eléctrica
dos nervos esplénicos de Gato so encontrou uma explicacdo adeguada com a
descoberta da inibic&o da libertacao de noradrenalina via receptores o existentes
nos terminais adrenérgicos (Farnebo e Hamberger 1971; Kirpekar e Puig 1971;
Langer etal. 1971; Starke 1971b). Pouco depois reconheceu-se que existiam dife-
rencas farmacolégicas entre os receptores o predominantes nos terminais nervo-
s0s e 0s receptores o predominantes no orgdo efector atraves da descoberta de
agonistas selectivos (Starke 1972) e de antagonistas selectivos (Cubeddu et
al1974; Dubocovich e Langer 1974). Enero e Langer (1973) mostraram, de forma
directa a existéncia de uma relacao inversa entre a quantidade de noradrenalina
presente na bidfase e a que é libertada pelo nervo e Langer (1974) propds a classi-
ficacdo das subpopulagdes de receptores aem a, e a, (com predominio pos e pré-
sinaptico, respectivamente). Para revisdo, vejam-se os trabalhos de Starke e Lan-
ger que se encontram entre as referéncias mais vezes citadas nas publicacoes
referentes a trabalhos no dominio da Biologia (Langer 1974, 1977, 1980; Starke
1977, 1981a, 1987).

Apesar da génese desta sequéncia de trabalhos ter sido marcada por expe-
riéncias de doseamento de noradrenalina endogena (afericde biologica através da
resposta hipertensora a injecgio das amostras: Brown e Gillespie 1957) quase
todos os resultados obtidos posteriormente provieram do recurso a incorporacac
de marcadores exégenos e ha, ainda, falta de observacdes comparativas da
influéncia da regulacéo pré-sinaptica sobre esses marcadores e a noradrenalina
endogena.

A frequéncia de estimulacéo foi escolhida a partir do conhecimento de que a
libertaco de noradrenalina a partir do canal deferente de Cobaia varia inversa-
mente com o aumento dessa frequéncia de estimulacao e € para os valores de
libertagdo mais baixos que se podem evidenciar de forma mais marcada os efeitos
facilitatérios dos farmacos que actuam sobre adreno-receptores pré--sinapticos
(Stjame 1973a, b). Os resultados obtidos com o blogueie da regulacéo inibitoria
pré-sinaptica mostram que a libertacdo de amina exdgena é sensivel ao antago-
nismo dos receptores a,. A fentolamina foi utilizada na concentracdo de 3 ymol/|
gue ndo inibe a captacao neuronial (Adler-Graschinsky e Langer 1975) e aumen-
tou a libertagao de noradrenalina para valores cerca de 2 vezes superior, o que esta
de acordo com resultados anteriormente obtidos (Guimarées etal. 1986) e com as
descrictes publicadas por outros autores que utilizaram a mesma preparacédo
(Hughes 1973b; Stjare 1973a; Belis etal. 1982). Os resultados parecem demons-
trar que as vesiculas ou varicosidades mobilizaveis pela estimulacéo electrica na
auséncia e na presenca de bloqueio pré-sinaptico estdo na mesma area geogra-
fica. Com o estimulo eléctrico normal ndo sdo mobilizadas todas as vesiculas ou
varicosidades dessa area. O blogueio pré-sinaptico fara mobilizar maior nimero
de vesiculas ou de varicosidades, mas da mesma areg, isto &, com o mesmo tipo
de carregamento. Se as vesiculas ou as varicosidades adicionalmente mobiliza-
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das apds blogueio dos receptores pré-sinapticos o tivessem uma carga diferente
de amina exdgena, a fracgdo de libertacdo da enddgena aumentaria mais. O blo-
queio do "feed-back”ndo faz com que vesiculas ou varicosidades mais profundas
sejam libertadas mas sim que se liberte maior nimero das superficiais (Fig. 13).

3H-NA

Fig. 13. Esquema de duas possibilidades diferentes de marcagéo heterogénea
pela noradrenalina radioactiva (*H-NA) da inervacéo simpatica do canal deferente.
Os trés desenhos da metade superior da figura representam varicosidades isola-
das. Os trés desenhos da metade inferior representam cortes transversais de canal
deferente com uma série de varicosidades mais externa e outra série mais pro-
funda. Em Arepresenta-se a fase de incubacdo com a acumulagio preferencial da
amina exogena em vesiculas ou varicosidades mais periféricas, em B a libertacéo
por estimulac&o electrica com mobilizacao preferencial das estruturas marcadas e
em C o aumento de libertacéo induzido pelc blogueio o com recrutamento de um
maior numero de estruturas do mesmo tipo.

49




Efeito da libertacdo da adrenalina recentemente incorporada sobre a libertagéo
de noradrenalina endogena

Depois de ter sido proposta a existéncia de um mecanisme facilitatorio da
libertacdo simpética dependente da activacdo de adreno-receptores B (Adler-
Graschinsky e Langer 1975; Stjdrne e Brundin 1975), e sendo conhecida a baixa
afinidade da noradrenalina para algumas subpopulacdes deste tipo de receptor,
cedo se postulou que a adrenalina poderia ser a substéncia que em condi¢oes
fisiologicas activasse, de forma importante esse mecanismo. Stjarme e Brundin
(1975) admitiram que a adrenalina circulante pudesse desempenhar esse papel e
Guimaraes et al. (1978) provaram que a adrenalina captada para os terminais sim-
paticos da veia safena de Céo se comporta como um falso transmissor ao ser liber-
tada em simultdneo com a noradrenalina e que aumenta a libertacio dos nervos
adrenérgicos por um mecanismo sensivel ao blogueio pelo propranolol. Rand e
colaboradores decreveram também a existéncia deste mecanismo (Rand et al.
1979) e com base nele proposeram a sua bem conhecida hipotese da intervengdo
fisiopatologica da adrenalina na hipertensao essencial segundo a qual, a adrena-
lina circulante, segregada pela medula supra-renal, se pode acumular nas termina-
¢Oes simpaticas, libertar-se como se fosse um cotransmissor da noradrenalina e
aumentar a libertac&o da noradrenalina por estimulacédo de receptores B pré-sinap-
ticos facilitatorios (Majewski e Rand 1981, 1984). Esta hipotese tem recebido
extenso apoio de resultados obtidos in vivo em diferentes espécies animais de
laboratério (Coelho anestesiado: Majewsky et al. 1982; Céo anestesiado: Yama-
guchi etal. 1977, Branco e Garrett 1985; pata posterior perfundia de Gato: Dalhtf
1981; pata perfundida de Céo: Kahan et al. 1984), no Homem (Brown e Macquin
1981) e em muitas preparacdes in vitro (para revisdes ver: Dalhof 1981; Majewski
1983; Kahan 1987).

Nas experiéncias do corrente trabalho realizadas no canal deferente e na pre-
paracéo de nervo hipogastrico-canal deferente incubados com adrenalina nao se
observaram modificacdes no efluxo da noradrenalina endégena induzido por esti-
mulagdo eléctrica. Como a estimulacéo electrica transmural tinha uma frequéncia
baixa (1Hz) geralmente apontada como a mais adequada a intervencdo do efeito
facilitatério e como ha evidéncia de que existem receptores pre-sinapticos B no
canal deferente de Cobaia (Stjarne 1975; Leighton e Westfall 1976; Saelens et al.
1977) ainterpretacio para os nossos resultados é a de que a libertagéo simpatica
neste drgéo esta submetida a uma influéncia pré-sinaptica inibitoria a muitc mar-
cada e a uma influéncia facilitatdria B pouco importante. Esta interpretacdo esta de
acordo com a descricdo de influéncias duplas antagénicas da adrenalina sobre a
libertacdo simpatica (Stjarne e Brudin 1975; Majewsky etal. 1985). No caso especi-
fico do canal deferente de Cobaia, os agonistas selectivos Baumentamalibertagéo
simpética (isoprenalina: Stjarne 1975, Leighton e Westfall 1976; terbutalina e sal-
butamol: Leighton e Westfall 1976) enguanto que a adrenalina (0,2 umol/l) reduz
essa libertagdo para cerca de metade (Stjarne 1975).

Como conclusdo geral deste trabalho fica a comprovacgéo de que hadiscre-
pancias quantitativas nos processos de acumulacéo e libertacdo entre a noradre-
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nalina endégena e aminas exdgenas utilizadas como marcadores da funcédo neu-
roefectora simpatica. Estas discrepancias vém juntar-se a outras que comecaram
a ser apontadas por varios autores desde que as técnicas de doseamento croma-
tograficas e radioenzimaticas das catecolaminas entraram nos estudos dos meca-
nismos adrenérgicos (diferencas na actividade especifica da noradrenalina acu-
mulada e libertada: Rorie etal. 1980, diferencas entre arelagdo DOPEG/noradrena-
lina radioactivos e DOPEG/noradrenalina ndo radioactivos no efluxo induzido pela
ubaina: Branco e Osswald 1986).

No entanto, ndo se encontraram diferencas qualitativas marcadas entre a
noradrenalina endégena e a noradrenalina radioactiva. Parece razoavel prever gue
0s estudos com as aminas endogenas venham a trazer, sobretudo, mais rigor as
inferéncias feitas a partir do riquissima canhecimento adquirido com o emprego de
isdtopos radioactivos e 0s nossos modelos actuais de transmisséo adrenérgica
talvez possam, no entanto, continuar véalidos. Parafraseando duas afirmacdes de
Ullrich Trendelenburg e seus colaboradores poderemos concluir que talvez se
venham a encontrar difereng¢as como resultado do emprego de “suboptimal expe-
rimental tools available at that time” (Grohmann etal. 1986) e que “The tools we use
are not without problems, but.. the problem is small” (Trendelenburg 1986).

Resumo

As catecolaminas radioactivas sac instrumentos Gteis para o estudo dos
mecanismos adrenérgicos. No entanto, a hipdtese de que as aminas exogenas
incorporadas nas termina¢des nervosas simpaticas sdo marcadores fiéis da acu-
mulagéo e da libertacdo da noradrenalina endogena nédo esta completamente
investigada porque tem havido dificuldade em fazer determinagdes analiticas do
transmissor enddgeno.

O objectivo deste trabalho foi colocar a prova se a mistura das aminas recen-
temente incorporadas, como a noradrenalina tritiada e a adrenalina nao radioac-
tiva, com os depdsitos enddgenos é homogénea.

Incubaram-se preparagdes isoladas de canal deferente ou de nervo hipogas-
trico-canal deferente de Cobaia na presenca de 2,3 pmol/l de adrenalina ou de

*H-(—)- noradrenalina marcada predominantemente em posicao 7, durante 1h
(utilizou-se pargilina na concentracédo de 1Tmmol/l e hidrocortisona na concentra-
¢ao de 41 pymol/l para reduzir a actividade da monoaminoxidase e da captacao
extraneuronial, respectivamente). Montaram-se as preparagées em camaras de
perifus@o e aplicaram-se estimulos diferentes: estimulacéo eléctrica directa do
canal deferente (1 Hz, 100V, 2 mseg), estimulacéo eléctrica do nervo (25 Hz, 5 ou
10V, 2 mseq), despolarizacdo provocada pelo potassio (50 mmol/l) e exposicéo a
tiramina (40 e 160 pmol/l).

Noutra série de experiéncias, carregaram-se as preparacdes com quantida-
des diferentes de amina exégena fazendo aincubagdo dos tecidos na presenca de
concentragdes de adrenalina compreendidas entre 0,6 € 160 pmol/l.
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Mediram-se os efluxos e os teores teciduais de noradrenalina e de adrenalina
por contagem de cintilagcbes e por cromatografia liguida de alta pressao com
deteccéo electroguimica.

Perpararam-se auto-radiografias de luz a partir de cortes de canais deferentes
carregados com noradrenalina tritiada.

Com qualquer dos estimulos utilizados, o efluxo (expresso em frac¢éo do seu
teor tecidual) das aminas exdgenas foi supericr ao da noradrenalina endégena.
Quando se carregaram os tecidos com concentracdes crescentes de adrenalina, a
fraccéo de libertacdo desta amina reduziu-se e aproximou-se da da noradrenalina
endogena. Estes resultados indicam que a mobilizacao preferencial das aminas de
incorporagéo recente nao depende do mecanismo de libertagdc nem da natureza
guimica dessas aminas.

As catecolaminas exdgenas podem ser armazenadas em locais mais periféri-
cos dos terminais nervosos ou nas varicosidades mais externas da parede teci-
dual. A segunda possibilidade foi confirmada pelas observactes auto-radiografi-
cas.

A principal concluséo deste estudo € ade que as catecolaminas de incorpora-
¢ao recente séo libertadas preferencialmente em relagdo a noradrenalina endo-
gena.

Summary

Release from sympathetic nerve terminals of endogenous noradrenaline
and exogenously incorporated amines induced by different agents. Radioactive
catecholamines are useful tools for the study of adrenergic mechanisms. Although
the incorporation of exogenous amines into the sympathetic nerve endings has
been assumed to be an accurate marker of the accumulation and release of endo-
genous noradrenaling, this hypothesis has not been fully investigated, due to diffi-
culties in the assay of the endogenous transmitter.

The purpose of the present work was to test if recently incorporated amines
(tritiated noradrenaline or unlabelled adrenaline) would mix homogeneocusly with
the endogenous stores.

Guinea pig isolated vasa deferentia or hypogastric nerve-vas deferens prepa-
rations were incubated with 2.3 pmol/l adrenaline or *H-(—)- noradrenaline predo-
minantly labelled in position 7 during 1h (1 mmol/l of pargyline and 41 pmol/| of
hydrocortisone were used to inhibit monoamine oxidase and extraneuronal
uptake), mounted in perifusion chambers and submited to various stimuli: direct
electrical stimulation of the vas (1 Hz, 100 V, 2 msec), electrical stimulation of the
nerve (25 Hz, 5 or 10 V, 2 msec), depolarization evoked by potassium
(50 mmal/l) and tyramine (40 and 160 pmol/l).

In another series of experiments the preparations were loaded with different
amounts of the exogenous amine by incubating the tissues with adrenaline in a
range of concentrations from 0.6 to 160 ymaol/l).
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Similar experiments were carried out in the canine saphenous vein.

The outflow and the tissue content of noradrenaline and adrenaline were mea-
sured by scintillation counting and HPLC-EC. Autoradiographs were obtained from
slices of vasa deferentia previously loaded with tritiated noradrenaline.

For all the stimulithe amine overflow (expressed as a fraction of its tissue con-
tent) was higher for the exogenous amines than forthe endogenous noradrenaline.
When tissues were loaded with increasing concentrations of adrenaline, its fractio-
nal release decreases and becomes closer to that of endogenous noradrenaline.
These results indicate that the preferential mobilization of recently incorporated
amines does not depend either on the particular type of releasing mechanism or on
the chemical nature of the amine.

The exogenous catecholamines may be stored in more peripheral sites of the
nerve endings or in the varicosities of the outer layers of the tissue wall. The second
possibility was cenfirmed by autoradiography.

The main conclusion of the present study is that, in comparison with the endo-
genous noradrenaline, recently incorporated catecholamines are preferentially
released from nerve endings.
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