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Resumo

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissomais importante no controlaa
motilidade gastrointestinal. A libertagzde ACh dos neurénios entéricos é regulada por
receptores neuronais especificos (De Mial, 2003).Estudos prévios demonstraram que
a adenosinaxerceum papelduplo na libertacdo de ACHos neurdnios entéricos através
da activacdo dos receptoiiagitorios A; e facilitatérios A, (DuarteAraujo et al.,2004).

O potencial terapéutico dos compostos relacionados com a adenosina no controlo da
motilidade e da inflamacao intestineyou-nos a investigar o papel dos receptomsm

baixa afinidade para adenosinaAzs e Ag, ha libertacdo de acetilcolina induzida por
estimulacao eléctrica nos neurénios mioentéricos.

Estudos de imunolocalizacdo mostraram que 0s receptggesxddem um padrao
de distribuicdo semelhante ao do marcador de células gliaisRIGRA guerespeitaaos
receptores Ae As, estesencontrarrse distribuidos principalmente nos corpos celulares
dos neurdniogyanglionaresmioentéricos, enquanto os receptoreg Astdo localizados
predominantemente nos terminais nervosos colinérgitese trabalho mostrese quea
modulacdo da libertacdo de ACH] (usando os antagonistas selectivdD®CPX,
ZM241385 e MRS1191) é balanceada através da activacdo ténica dos receptores
inibitorios (A;) e facilitatorios (Aa e As) pela adenosina endégena.

O antagonista selectivo dos receptores, SB603 ndo foi capaz de modificar o
efeito inibitério da NECA(analogo da adenosina com afinidade para receptaesOA
efeito facilitatorio doagonistados receptoreds, 2-Cl-IB MECA (1-10 nM), foi atenuado
pelo MRS1191 e pelo ZM241385, os quais bloqueiaspectivamentes receptores Ae
Aa. Contrariamente a-ZI-IB MECA, a activacao dos receptores pelo CGS21680C
atenwu a facilitacdo da libertacdo de ACh induzigeela activacdo doseceptores
nicotiniccs numa situacdo em guwegeracado dpotencial de accéoeuronalfoi bloqueada

pelatetrodotoxina.



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

A localizacdo diferencial dos receptores excitatorias eAA,a ao longo dos
neuronios mioentéricos expliggrque razd@ estimulagdo dos receptores (&om 2-Cl-
IB MECA) localizadosnos corpos celularefos neurénios mioentéricexerce um efeito
sinérgico com 0s receptores facilitatorios,Ados terminais nervosos no sentido de
aumentaema libertagao de ACh.

Os resultados apresentados consolidam e expardemmpreensdo actual da
distribuicdo e funcéo dos receptodesadenosina no plexo mioentérido ileo de rato, e
devem ser tidos em consideracao para a interpretacdo de dados relativos as implicacdes

fisiopatologicas da adenosinas transtornodamotilidade intestinal.
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Abstract

Acetylcholine (ACh) is the most important neurotransmitter in the control of
gastrointestinal motility. The release of ACh from enteric neurons is regulated by specific
neuronal receptors (De Maat al, 2003). Previous studies have shown that adenosine
exerts a dual role in the release of ACh from enteric neurons by activation of inhibitory
receptors Aand facilitatory Aa (DuarteAraujo et al, 2004). The therapeutic potential of
compounds related talanosine in the control of intestinal motility and inflammation led
us to investigate the role of receptors with low affinity for adenosieaid As on the
release of acetylcholine induced by electrical stimulation in myenteric neurons.
Immunolocalizatio studies showed thatAreceptors exhibit a distribution pattern similar
to the glial cell marker (GFAP). With respect te@ &nd A receptors, they are distributed
mainly in cell bodies of myenteric ganglion neurons, while thg r&ceptors are located
predominantly in cholinergic nerve terminals. This work showed that the modulation of
ACh releasd3H] (using selective antagonists DPCPX, ZM241385 and MRS1191) is
balanced by activation of tonic inhibitory receptorg)(aAnd facilitatory (Aa and Ag) by
endogenousdenosine.

The Apg receptor selective antagonist, PSB603 was not able to modify the
inhibitory effect of NECA (adenosin@naloguewith similar affinity for A;). The
facilitatory effect of the Areceptor agonist,-ZI-1B MECA (1-10 nM) was attenuad by
MRS1191 and by ZM241385, which block respectivelyafdd A receptors.In contrast
to 2-CI-IB MECA, activation of Aya receptors withCGS21680Cattenuated nicotinic
facilitation of ACh releasenduced byfocal depolarization of myenteric nerve témads in
the presence of tetrodotoxinandem localization of excitatorysAand A receptorsalong
myenteric neurons explanwhy stimulation of A receptors (with ZI-IB MECA) on
nerve cell bodiescts cooperatively with prejunctional facilitatoApa receptorsto up
regulate acetylcholine releasEhe results presented herein consolidate and expand the
current understanding of adenosine receptor distribution and function in the myenteric
plexus of the rat ileum, and should be taken into consideratiowdta interpretation

regarding pathophysiological implications of adenosine on rat intestinal motility disorders.

Vi



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

indice
AGraAdECIMENTOS. ...ttt e e eee e e Ll
PalaVIasCNaAVE. ... .ottt \Y,
RESUMIO. ... et e e e et e e e e e e e s mmmn e e e e e n e e e e eeeees I\
Y 013 1 = Lo TP SPOPR Vi
INICE U ADIEVIBIUIAS .......veveveeeeeeeee et ceemete ettt emee e reetesteeteete e ssensare e X
CAPITULO | - ReViSAO BiblOGIAfICA. .........ceeveeeeeeeeteeeee et emeae e, 1
1. Sistema NervoS0O ENEIICO.........cccccuuriiiiiiiieeeeiiiiiiiree e e e e s eeereae e e e reeaaaaeeeeas 2
I PIEXO0 MIOENTEIICO. ... .uuiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt et e e e e e e e e e s st e e e e e e e e e e e e e e 3
2. TranSMISSAO PUMNNEITGICA .. uuuuuuueieiieeeeeeeeeceeeiiisa s e e e e e e eeeeeeeeeeeesrenneaeeaaseereeeeeennnnnn 5
I Receptores PUMNEIGICOS. ... ..uuuiiiiiiiiiiiiieeeee et eieeeeee e e e 7
. Receptoresa@adenosina (PL)..........ccooiiiiiiiiiimeeiiiieee e 7
iii. Metabolismo da adenosina: Vias de producéo, libertacdo e inactivaco
3. TranSMISSAO COINEIQICA. ...vuuuunuieieee e e e ee e e ceeeeee et e e e e e eeee e e e e e e e eeeaeeaaaaaas 10
4. Transmissao purinérgica e colinérgica no plexo mioenterica....................... 13
5. (@] ][0 1170 L SRR PPPP P PPPPPPPP 14
CAPITULO 11 - MELOUOS. .....vvieiiieeiietememie ettt snmne st 16
1. Preparacdo e montagem do plexo mioentérico de.ratQ..........ccccevvvvveeerveenenn. 17
2. Quantificacdo da libertacaio de ACHH]..........ccovevevieieieeeeeee e 19
I Periodo de BUIlIDIO ... e 19
. Periodo de MarCaGaQ.........cuuviiiiieeei i eeee e 19
iii. Periodo de Lavageml........ccccoiiieieiiiiiiieeeeie e 20
V. Periodo de LiDertaGan.........ccuuuuriiiiiiiiieeeiiiiiieieieeeeee e 20



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

V. Quantificacaala ACH[PH].......vivoveeeeeeee et 21
Vi. Efeitos dos farmacos e interacgfes farmacolégicas...........ccccoeeeuuenn. 21
3. Experiéncias de Imunofluorescéncia............ccoeevvvviiieeei e 22
3.1.  ProcessamentO 00S TECIADS. .. ...uuuurruririeiiiiiresriiirirreeeeereeeeeeeeessseneeeeeaeaaaeeeeens 22
[ FIXAGAQ. ... e iiiie e 22
i Bloqueio e Permeabilizago...............cccuuviiiimmmniie e 23
i \V/E=Tgor=Tor=To oTo] o 0 =g | £ [0X0] 1 o Lo KT 24
\Y Incubac&o com anticorpos PriMAriQS.........cceeeeiiieeeeeceeecieiee e 24
% Incubacdo com anticorpos SECUNJALIQS..........coceviiiiiiieeeieeeee e, 25
3.2, MiCroSCOPIA CONFOCAL......ceviiiiiiieiiiii e 26
4, =T = (o 01 PP 27
5. Tratamento eStatiStICO.........uuiiiiiii e 28
CAPITULO HI - RESUIAUOS. ... e.vevieiieieieeeiememsieiee et smemss e seeseseseesene s 29

1. Os receptores Ada adenosinaestdo localizados predominantemente nos
corpos celulares dos neurdnios ganglionares mioentéricos, enquanto os receptores A

se encontram nos terminais Nervosos COINErgiCOS. ........cceeevvviiiieeeie e, 30

2. Os receptore Agg sao desprovidos de qualquer efeito na libertacdo de ACh dos

neurénios mioentéricos e possuem um padrdo de distribuicdo semelhante ao marcador

de CElUIAs glIAiS GFAR..........coe ot 32
3. A activacdo doseceptores Ada adenosina localizados nos corpos celulares
dos neurdnios mioentéricos facilita a libertacdo de ACh...........cccooo e, 35

4. A modulacdo da libertacdo de ACh pela adenosina endégena € balanceada

através da activacdo tonica dos receptores extrajuncionais inibitgreofadilitatorios

Az e dos receptores juncionais facilitatOriomA. .........oooviviieiiiie e 41
CAPITULO IV - DISCUSSAQ. .......cvevereiririisienessesiesessiesesssssesessnessessssesensnesennsnenenon 43
(@ 0] o T3 1§ 17= Lo T UPURR 50



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

Referéncias BibliografiCas. ... 51
AN X OS . e et e et e e e mam— e e e e e e e eena s 25
1. PublicagBes CIeNtifiCaS.........ccceeiiiiiiiieeeeee e e e e e 55
I Artigos em revistas de circulacdo internacional com arbitragem cieriiica.
. Resumos publicados em reVisStas...........cccoveeeiiiiieeniiiiieee 55
2. Comunicagdes em Reunides CIentifiCas..........cuuvviiiiiiicemniiiiiicee e 55
iii. COMUNICACOES OFAUS......cceeiieeeeirriiiiiimmmreeeeeeeerraa e e e e eeeranna e e eeas 55
iv. Comunicacfes em painel...........ccooovviiiiiiice e 56



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

indice de Abreviaturas

ACh i Acetilcolina

AChE i Acetilcolinesterase

ACh-[*H] i Acetilcolina tritiada

ADA i Desaminase da adenosina

ADO i Adenosina

ADP i Aden o sdifosfato 5 6

AK i Cinase da adenosina

AMP i Aden o smonaosf&ad

ATP i Ad e n o strifesfato 5 6

CGRP i Péptido relacionado com o gene da calcitonina
CGS21680C I 2-p-(2-Carboxetil)fenetilamina5 -Njetilcarboxamidoadenosin

2-Cl-IB MECA i 1-[2-Cloro-6-[[(3-iodofenil)metillamino]-9H-purina-9-il] -1-desoxi-N-

ChAT
DMPP
DMSO
DPCPX
DPM
EFS
GFAP
Gl
GPCR
ICC-IM
S-HT
IMP
INO

IPs

| PANOGS
IUPHAR
LDH
MC

meil-b-D-ribofuranuronamid
Acetiltransferasda ®lina
1,1-Dimetil-4-fenlpiperaznium
Dimetilsulfoxido
1,3-Dipropil-8-ciclopentlxanina
Desintegragdes por minuto

Estimulacao eléctrica de campo
Proteinaacidica fibrilar da glia

Tracto gastrointestinal

Receptor acoplado a proteina G

Células intersticiais de Cajmitramusculares
Serotonina

5 -d/onofosfatode nosina

Inosina

Trifosfato de inositol

Neurdnios aferentes intrinsecos primarios
International Union of Pharmacology
Desidrogenase do lactato

Muscuo circular



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Min
ML
MM
MRS 1191

Muc
nNAChR
NADH
NANC
NECA
NO
PBS
PM
PM-ML
PSB 603
PSM
SAH
SNA
SNAP-25
SNC
SNE
SNP
SP
VAChT
VAMPs
VIM
VIP

ZM 241385

TTX

Implicag@es funcionais

Minutos

Musculo longitudinal

Mucosa muscular
3-Etil-5-benil-2-meil-4-feniletinil-6-fenl-1,4-(x)-diidrogridina-3,5
dicarboxlato

Mucosa

Receptores nicotinicos para a acetilcolina

Nicotinamida mononucleétido

Neurdnios naeaolinérgicos naadrenérgicos

5 -(j-Etilcarboxamidd adenosia

Monoxido de azoto

Solucéo salina de fosfato

Plexo mioentérico

Plexo mioentéricantsculo longitudinal
8-[4-[4-(4-Clorofenil) piperazidr1-sulfonl)fenl]] -1-proplxantina
Plexosubmucoso

S-adenosil homocisteina

Sistema nervoso autbnomo

Sintaxina

Sistema nervoso central

Sistema nervoso entérico

Sistema nervoso periférico

Substéncia P

Transportador vesicular da acetileai

Proteinas especificas da membrana vesicular

Vimentina

Péptido intestinal vasoactivo
4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3a][1,3,5]triazira-5-
ilamino]etl)fenol

Tetrodotoxina

Xl



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicag@es funcionais

CAPITULO 1 - Revisdo Bibliogréafica



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicacdes funcionais

1. Sistema Nervoso Entérico

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

O SNE pode seentdoconsiderado um sistema nervasdependentéormado por
uma série de circuitaseuronais. Estesio 0s responsavegiglo controloe coordenacéde
funcBes motorasjo fluxo sanguinedocal, dassecrecfg gastrointestinaise ainda pela
modulacao de funcdete caracteenddcrir e imunitrio (Costaet al, 2000).

O SNE é representado essencialmenpela presenca decélulas nervosas
(neurodnios)e pela presenca deglulas de suport@glia). As células da glia encontrase
em justaposicdo com 0s neurdnios numa razdo de 4:1 (Bassdti 2007;Ruhl et al,

2004).

Os componentes principais do SNE séo duas redes ou plexos neuronais: (1) um
plexo externo, situado entre as camauascularedongitudind e circular, denominado
plexo mioentérico (ou de Auerbachg (2) um plexo interno, denominado plexo
submucso (ou de Meissner), localizado na submuddismra I). O plexo mioentérico
controla principalmente os movimentos gastrointestinais e a secre¢do de enzimas de 6rgaos
adjacentes, enquanto o plexo submucoso controla sobretudo a secrecao gastrointestinal e o

fluxo sanguineo local.

Camadade
Musculo circula

Plexo
Mioentérico
(Auer bjach

Plexo
Submucoso

Camadade (Mei s9ne

Mdusculo
longitudinal

Mucosa

Figura |- Organizacéo do sistema Nervoso Entérico (Adaptado de Retrags2001)
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I. Plexo mioentérico

O plexo mioentérico consiste nuregtensaede neuronal que se estende por todo o
comprimento do tracto gastrointestingue é coadjuvada na sua funcdo de controlar a
actividade muscular, glandular e vascufar células gliais e pelas células intersticiais de
Cajal Em resposta a um estimulos seus principais efeitos consistem num aumento da
contraccdo ténica da parede iniesl, num aumento de intensidade das contraccfes
ritmicas, num ligeiro aumento na frequéncia do ritmo de contraccdo e numa maior
velocidade de conducdo das ondas excitatérias ao longo da parede intestinal, resultando em

movimentos mais rapidos das ondasgialticas.

e ] J e —— 3

Musculatura lisa circular
T —
—— -
_— — - - "‘E;’?‘,":.’.--—;_" o —
= e, == - g el N —
-- — e _‘:___,aab"—-—. - -
Musculatura lisa longitudinal =.
-

- AL N > SIS o Sy = e e

- © =

Figura Il - Cadeias lineares de neurdnios interconectados no plexo mioentérico

Os neurbénios entéricos sintetizam uma grandwiedade de substancias
neuroactivas (e.g. ACh, noradrenalina, serotonina, péptidos, NO), muitas das quais séo
neurotransmissores existentes em neuréniosad&nérgicos naoolinérgicos(NANC),
nas quais se incluemO, purinas (ATP e adenosina), aminoacidos e polipépfidosta
et al, 1996).

A maior parte dos neurénios entéri@s/olvidos nas funcdes motoras ititestino
estdo localizados no plexo mioentériffigura Il). Estudos funcionais demonstraram
essencialmentea existéncia de neurdnios seligvos, interneuronios (orientados
longitudinalmente no sentido oral e anal)peuronios motores inibitérios e évatdrios
(Costaet al, 1996). Através de inumeros estudos imunohistoquimicos foi possivel a
identificacdo de diferentes populagdes de neurdnios mioentéricos éCaktd 996).
Aproximadamente 30% dos neuronios entéricos estimulam a contraccdo ddomuscu
longitudinal e apresentam imunorreactividade para a acetiltransferase da colina (ChAT, a
enzima que sintetiza a ACh) e para a substancia P (SP); estes dois neurotransmissores estao

também localizados (1) num grande numero de neurdnios sensoriais (@0%)igntes
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dos neurdnios mecarsensoriais existenteso musculo circular ena mucosa, (2) em
alguns neurdnios motores que inervam o musculo circular (12%), e (3) em interneurénios
de trajectoria ascendente (5%). Os neurdnios motores inibitérios e weum@Mios com
trajectoria descendente utilizam como neurotransmissor o péptido intestinal vasoactivo
(VIP), o mondxido de azoto (NO) e alguns péptidos opidides. Foram ainda detectados nos
neuronios entéricos agentes vasomotores e secretagogos, comdastsbima o péptido

relacionado com o gene da calcitonina (CGRP) e a serotonihi@)(8Costaet al, 2000).

Oral Anal
3 + ML
o’ o
5 | I e
2 vl E PM
Ox I i
SIS

N ?/@ 0- Wi PSM

Anenole MM

Muc

Figura Il - Tipos de neurdnios presentes no intestino delgado de poregérihdia:

(1) Interneurénios ascendentes; fBurénios aferenteprimariosintrinsecos mioentéricos; (3)eNrénios
intestinofugais; (4) Neurénios excitatérios do musculo longitudinal; (5) Neurénios motores inibitérios do
musculo longitudinal; (6) Neurénios motores excitatérios do muasculo circular; (7) Neurdnios snotore
inibitérios do musculo circular; (8) Interneurénios descendentes (reflexo local); (9) Interneurénios
descendentes (reflexo secretomotor); (10) Interneurénios descendentes (complexo mioeléctrico migratorio);
(11) Neuronios aferentes primérios intrinsesabmucosal; (12Neurénios vasodilatadores/secretomotores
naccolinérgicos; (13) neurénios vasodilatadoregisimnotores colinérgicos; (14) elrénios (ndo
vasodilatadores) secretomotores colinérgicos. iMUAUsculo longitudinal; PM Plexo mioentérico; MG
Musculo circular; PSM Plexo submucosdyIM - Mucosa muscular; Mué. Mucosa (Adaptado de Furness,
2006)

No presente trabalhfoi usada uma preparacdo de plexo mioentémdsculo
longitudinal (PMML) do ileo de ratoEstapreparacae rica emneurdnioscolinérgicos
principalmente neurdnios excitatérios que se encontranprojectadospara o0 musculo

4
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longitudinal (25%). Estesecebenimpulsosdas viasntrinseca aferenteprimarias (26%)
e dasvias ascendentes e descende(it@®o) (Costaet al, 1996) Embaa aacetilcolina
(ACh) possaser originadanasterminacfes nervosalinérgicaspréganglionaresesta
representaapenas uma pequena proporcdalo conteudo total daACh medica
experimentalmenteEste facto dewse a existéncia de um numero excessivdibdes
ganglionaresno PM-ML relativamenteas fibras praganglionares extrinsecabservadas

na mesma preparacé®aton & Vizi, 1969)

2. Transmissao purinérgica

A primeira descricdo da acgdo extracelular dos nuclettidos e nucledsidos de
adenina foi publicad@m 1929 por Drury e Szefayorgyi. Estes autores estudaram o0s
efeitos das purinasonsistema cardiovasculate mamiferos. Apesar da clareza das
primeiras evidéncias, o reconhecimento do papel fisioldgico das purinas como agentes
reguladores da comunicac@ébercelular gerou alguma resisténcia durante leragms. Em
1972, Bunstock e seus colaboradorenseguiram estabelecer definitivamente a
importancia desempenhada pelo ATP, propondo na ocasido a utilizacdo dos termos

Apuri n®r gi coo ( rmed axtracelutares antediadosn @ataa rpurigas) e

N

transmi ss«o0 p u-seiao@pebdp AT&® comé meerdtransniissad).o

Hoje em dia, ndo restam dulvidas sobre a acumulacdo de moléculas de ATP
juntamente com a acetilcolina (ACh) nas vesiculas singptidawdallet al, 1974), tendo
sido tambéndemonstrado por Burnstock sua libertacdo concomitante com a ACh por
exocitose dependente de célcio (Ep extracelular. A cdransmissdo ACh/ATP é
responséavel por inimeros efeitos resultantes da estimulacdsteima nervoso autbnomo
(SNA), podendo também ocorrer nos terminais nervosos motores da juncao neuromuscular
(Silinsky, 1975). Noutras sinapses foi também demonstrada a libertacdo de ATP de forma
independente da libertacdo de ACh (Maetall, 1987).

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

A adenosina um metabolito celular ubiquitario, que esta directamente envolvido
na comunicacao intercelular, nomeadamente no sistema nervoso (Ribalis®2003). O
principal papel da adenosina em diferentes tipos celulaaesué capacidade de refrear o
metabolismo celular em resposta a situacfes de stress (Mcllwain, 1979; Ketiradki
1987; Daval & Nicolas, 1998: Zhorgt al, 1998). No entanto, o seu papel fisiolégico na

manutengado da homeostasia interna tem merecidatenedo particular (Cunha, 2001).

Figura V- Estrutura quimica da adenosiffnte:http://www.worldofmolecules.com

Contrariamente ao ATP, a adenosina ndo funciona como um neurotransmissor
classico, ndo sendo armazeaadm libertad a partir de vesidas sinapticas. Para além da
sua origem a partir do catabolismo extracelular dos nucleétidos de adenina, a adenosina
pode ser libertada para o meio extracelular atrdeésversaalo transporte equilibrativo
de nucleosidos (Ribeiret al, 2003; Get al, 1995).
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I Receptores Purinérgicos

Os nucleodtidos e nucleésidos de adenina modulam a funcdo neuronal através da
activacdo de receptores localizados nas membranas celulares. Burnstock prop0s a base para
distinguir dois tipos de receptores purinérgicdssignados por receptores P1 e P2. Os
primeiros (P1) sdo activados preferencialmente pela adenosina, e os ultimos (P2) séo
activados preferencialmente por nucleétidos purinicos (ATP, ADP, polifosfatos de
adenosina) e pirimidinicos (UTP, UDP). Esta nomeuncdafoi adoptada pelaternational
Union of Pharmacolog(fiUPHAR) (Abbracchio & Burnstockl998).

I Receptores @ adenosina (P1)

A neuromodulacao pela adenosina é exercida através da activacdo de receptores de
elevada(A; e Ayp) € de baixa afinidadgA s e Ag) para o nucledsiddOs receptores de
elevada afinidade tém uma importancia fisiologioemmprovadaenquantas receptores de
baixa afinidade parecem desempenhar um papel relenmaenas em situacdpatologicas
quando os niveis extracelulares dlenosina se tornam mais elevadesy.(hipdxia,
isquémia, inflamacao, reducéo da carga energética celular por activacdo exdestiga)
receptores sdo designados por receptores Pl e pertencem a familia dos receptores

acoplados proteina G (GPCR).

Receptores dédenosina ‘

Figura VI - Representacdo esquemética dibsrentes subtipos deceptores @adenosina.

A terminologia A, Aza, Azg € Ag, COerente com os principios da nomenclatura de
receptores adoptada pela NIPHAR (Fredholmet al.,, 2001), baseise no perfil
farmacobgico de cada subtipo de receptor proposto, bem como no tipo de segundo

mensageiro envolvido na sua resposta bioldogica e na demonstracdo inequivoca da
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existéncia do gene correspondente. Inicialmente foram identificados apenas dois tipos de
receptores, Ae A, (Van Calkeret al, 1979). Estes autores demonstraram que a activacao

de receptores Apela adenosina e pelos seus analogos estaveis promovia a inibicdo da
adenilciclase em culturas de células de cérebro de rato, olseralefeito oposto quando

eram activados receptores do subtipg. Aondos e seus colaboradores, em 1980,
realizaram experiéncias semelhantes usando adipocitos e hepatdcitos. Também eles
demonstraram que a ordem da poténcia dos analogos de adenosina era diferente nos
adipécitos (onde adenilciclase era inibida) e nos hepatdcitos (onde a adenilciclase era
estimulada). Estes autores denominaram os receptores inibitérexdedosina, R e os
receptores facilitatorios, de,REstes receptores sdo 0s equivalentes aos receptozes, A
descitos pelo grupo de Van Calker, segundo a nhomenclatura aceite pela IUPHAR.

Os receptores Asubdividemse ainda em receptores;sAe Agg devido ao
reconhecimento de que a activacdo da adenilciclase pela adenosina era mediada por dois
locais de ligagdo difentes, um de elevada afinidade;{Ae outro de baixa afinidade
(Azg). Esta hipotese, proposta inicialmente por Dalycolaboradoresem 1983, foi
posteriormente validada pela existéncia de diferentes perfis farmacolégicos entre os dois
subtipos de receptes (Aa € Agg) € apos clonagem e sequenciacdo destes mesmos
receptores (Fredholrat al., 2001). O membro mais recente da familia de receptaes d
adenosina, o receptorAtem um perfil farmacolégico e uma distribuicéo tecidular destint
dos restantes reptores, sendo como o receptogAim receptor com baixa afinidade para
a adenosinanos roedoresEste receptor comporse como um receptor de elevada
afinidade no homem, onde pode ser activado também pela inosina resultante da
desaminacéao extracelulaa ddenosineanddgena

Os receptores A e Agg interagem preferencialmente com os membros da familia
das proteinas & 0s receptores ;A2 A; com 0os membros da familia das proteings G
(Fredholmet al.,2001). O receptor Aé pleiotrépico, podendo tamipéactuar sobre canais
de potassio e de calcio, sobre fosfolipase®d C e sobre a guanilciclase (Cokisal,

1993). O receptor Apode ainda activar a cascata da fosfolipase £&/diBcilglicerol por
intermédio de uma proteina/a.

A activacao dsreceptoresia adenosinaepende dos niveis basais de adenosina
enddgena. No rato, os receptoraseAa requerem cerca de $& 10° M de adenosina
enddgena para serem activados, enquanto 0s receptpegsesentam um valor d€
estimado na ordem do©4 M para a adenosina. Desta feita, 0s receptores A sd0

considerados receptores de elevada afinidade (activados com niveis basais de adenosina),
8
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enquanto os receptoresgle As sdo consideradagceptores de baixa afinidade, no rato.
Estes dois Uitnos receptores podem ser activados durante condicdes fisiopatoldgicas,
guando os niveis de adenosina estdo aumentados (Antenali 2008; Bozarowet al,

2009).

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

inactivacao

Quanto ao metabaimo da adenosina podem distingger trés vias principais:
producdao, libertacdo e inactivacdo. A adenosina pode ser produzida no interior das células
nervosas maioritariamente a partir do catabolismo do AMP, podendo também resultar da
metabolizac@o extraltgar dos nucleétidos de adenina libertados. Quando as necessidades
energéticas excedem o aporte, o ATP citoplasmatico é convertido em ADP e AMP. A
e n z i nnaclediidase intracelular desfosforila o AMP formando adenosina que pode,
entdo, ser transportagera o exterior da célula por um processo de difusdo facilitada
através de um transportador bidireccional equilibrativo. Esta via de produgédo de adenosina
estd indirectamente relacionada com a actividagelar Alternativamente, a adenosina
pode ser forrada extracelularmente a partir do ATP libertado das vesiculas sinapticas
conjuntamente com outros neurotransmissores (Dovedalll, 1974; Silinsky, 1975).
Subsequentemente, o ATP libertado é metabolizado pelasnedtptidases com
formacao sequencialedADP, AMP e adenosina. Quer a adenosina quer os metabolitos
nucleotidicos do ATP podem actuar em receptores de membrana para modular a actividade
neuronal. O mecanismo pelo qual esta regulacdo se processa continua a ser alvo de estudo
intenso. Diversas aervacfes sugererainda que a libertacdo naweeuronal €.g.células
da glia, células inflamatérias, etc.) de purinas pode ter implicacdes directas na modulacdo
purinérgica. E dificil determinar qual destes mecanismos é o responséavel pela producio
destegnediadores em diferentes tecidos e qual a contribuicdo de cada um individualmente
para os seus efeitos fisioldgicos.

A adenosina € inactivada apOs recaptacdo pelos neurdnios e/ou células vizinhas,
quer por fosforilacdo pela cinase da adenosina (AdJer por desaminacdo pela
desaminase da adenosina (ADA). A AK tem uma localizagdo exclusivamente
citoplasmatica e possui uma afinidade para a adenosih@0l@ezes maior do que a ADA.

Dado que, em circunstancias normais, 0s niveis intracelulares de aden@sina s
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relativamente baixos (~50 nM), a fosforilagdo pela AK é a via preferencial de
metabolizacdo da adenosina, enquanto a desaminacdo apenas desempenha um papel
significativo quando a concentracdo citoplasmatica de adenosina aymenta0 . 5 & M)
via fosforilativa fica saturada (Meghgt al, 1991). A fosforilac&o intracelular rapida da
adenosina pela AK, principalmente em AMP e ATP (Zimmergtaal.,, 1979), mantém os

niveis de adenosina baixos, favorecendo a captacdo de adermsiegodextracelular de

acordo com o gradiente de concentragcdo. Varios estudos provaram que mesmo quando séo
aplicadas extracelularmente concentracdes elevadas de adenosina, 0S seus niveis

intracelulares séo pouco alterados.

poe , AMP
~ ciclico

506 AMP
ADP

. S_Alaj
Yo nucl gopi dase

Adenosina -
cinase / SAH hidrolase

ATP Adenosina

Desaminasde
adenosina

Ecto- PDE

nucleétidos
Inosina /
Transportador _ 506 AMP
equilibrativo —
dos
nucleésidos Ecto5 6
1 1 nucleotidase
Adenosina
Activacao dos receptores
de ADO

Figura VIl - Vias de traspote, metabolismo éormacéo.A adenosina pode ser produzida no interior das
células nervosas, principalmente a partir da degradacdo do AMP, podendo também resultar da degradacéao da
S-adenosil homocisteina (SAH). E transportada para o exterior da célulanpqrocesso de difusdo
facilitada através de um transportador equilibrativo. Alternativamente, a adenosina pode ser formada
extracelularmente a partir do ATP metabolizado pelasraatteotidases, originando ADP, AMP e adenosina
(Adaptado de Latini & Pedat 2001).

3. Transmissao colinérgica

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

10
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A descoberta da accao farmacoldgica da ACh pnodé estudos realizados com
glandulas supreenais. Sabi@e que 0s extractos supemnais provocavam um aumento da
presséao arterial em virtude do seu contegm@drenalina. Em 1900, Reid Hunt constatou
que, apos a remocao da adrenalina desses extralgegproduziam uma diminuicdo da
pressdo arterial. Este autor atribuiu esta diminuicdo a presenca de um derivado mais
potente da colina. Com Taveau, Hunt testou varios derivados da colina e descobriu que a
ACh era cerca de 100000 vezes mais activa do qodirea na reducdo da presséo arterial
de coelho. Embora os estudos de Hunt tenham sugerido a presenca de ACh nos tecidos, a
sua funcéo fisioldgica nado ficou claramente esclarecida durante essa época. Desta feita, a
ACh continuou a ser alvo da curiosidddemacolégica até a descobertasgu papel como
transmissor na década de 30, por Dale e seus colaboradores. Dale, em 1953, foi o
responsavel pelo estabelecimento do termo colinérgico, para se referir a qualquer neurénio
que liberta a acetilcolina como netransmissor.

A ACh é uma molécula simples, sintetizada nos terminais axoniais dos neurénios
colinérgicos pela enzima colina acetiltransferase (ChAT). Esta enzima cataliza a reaccéo
de condensacéo alddlica entre a acetil coenzima A e a colina, osteraoo produtos a
acetilcolina e a coenzima A. Apesar de a ChAT ser uma enzima citosolica, existe em maior
densidade junto & membrana externa das vesiculas sinapticas. Esta localizagdo preferencial
favorece a captacdo rapida da ACh sintetizada de novo msaos locais de
armazenamento, as vesiculas sinapticas. A colina necessaria a sintese da ACh é originada a
partir (1) da colina livre do plasma, (2) da hidrélise dos fosfolipidos das membranas
celulares e (3) da reciclagem da colina, resultante da acgietligolinesterase (AChE)
sobre a ACh libertada para a fenda sinaptica. A colina, como outras bases quaternarias,
difundese muito lentamente através das membranas celulares; no entanto, a maioria das
células é capaz de a captar do meio extracelulampenmédio de um processo saturavel
mediado por um transportador com grande afinidade paraaddliarft r e 20 e 100
Nas terminacBes nervosas colinérgicas existe um transportador concentrativo adicional.
Este transportador possui uma elevada afimdagra a colinaKhbentre 1 e 5 ¢
depende da temperatura e da concentracio extracelular gafda seu funcionamento;
compostos estruturalmente similares a colina, como o hemic8lirpodem inibir este
transportador. A capacidade de concentrainaoho interior do terminal nervoso é
particularmente relevante durante a actividade sinaptica, para acelerar a sintese de ACh.

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

11
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fazendo com que o transporte de colsega 0 factor regulador mais importante desta via
metabolica.

Apos a sintese, a ACh é transportada para o interior das vesiculas sinapticas através
de um mecanismo de aqorte movido por um gradiente electroquimico de protdes. O
vesamicol inibe este sesha de transporte, bloqueando a libertagdo de ACh. O
armazenamento resulta do empacotamento de quantidades relativamente constantes de
ACh (cada M@Aquant umo -60000tn®leculag)eemachdaevesicida 1 0 0
sinaptica. A concentracdo de ACh no intedercada vesicula pode atingir 100 mM.

A libertacdo de ACh ocorre quando um potencial de accdo atinge as terminacdes
nervosas e desencadeia o influxo d& @atracelular em quantidade suficiente. O aumento
da concentracéo intracelular de*Ctavorece a proximacdo das vesiculas sinépticas da
zona activa da membrana gmi@aptica, interactuando com proteinas especificas da
membrana vesicular (VAMPS) pertencentes ao sistema de ancoragem. A fusdo entre a
membrana das vesiculas e a membrana do terminal ismgpbcessae através da
interaccdo de proteinas vesicularesy(sinaptotagmina, sinaptobrevina) com proteinas
ligadas a membrana celulae.§. SNAP-25, sintaxina). A fusdo das membranas
desencadeia a libertacao exocitotica de centenas de quanta gard@Ghfenda sinaptica.

Apés a libertacdo da ACh, a sua concentracdo na fenda sinaptica diminui
rapidamente mesmo durante a actividade neuronal intensa, limitando a extenséo dos efeitos
sobre os seus receptores de membrana. Sao trés os mecanismosamphicainocao da
ACh da fenda sinaptica: inactivacdo enzimatica pela acetilcolinesterase (AChE), captacao
ou recaptacao neuronal e difusdo para fora da sinapse.

12



Distribui¢cdo dos receptores d adenosina no plexo mioentéricd musculo longitudinal de ileo de rato:

Implicacdes funcionais

Terminal pré-
sinaptico

Transportador N‘a
colina

Acetil CoA (O colina

N\

o

Coa—S—C—CH, +HO—CH —L}L—N—(Cl

Colina
Acetilcolina acetiltransferase
[= (—!I—'\—c—x——q —-N—(cu L

ﬁ' 0
Transportador o ..P:
vesicular Q. ' -
daAch \":7 s
L

/ > Acetato Colina
CHA—CO0" 4 HO—CH —CH—N—{CH,),

W \'f/ T L
X

Receptores para a
Acetilcolina

Terminal pos-
sinéptico

-~

Figura VIII - Metabolismo da acetilcolina nos terminais nervosos colinérgicos. A sintesghda partir da

colina e do acetil CoA requer a presenca da colina acetiltransferase. O acetil CoA surge a partir do piruvato
originadg por sua veza partir da glaose. A colina é transportada para os terminais através de um
transportador dependente de"Naacetilcolina é acumulacem vesiculas sapticas, libertada e rapidamente

metabolizada pela acetilcolinesterasea colina é recaptada para dentro do terminal gaesseja possivel
ocorrer novaistese de ACI{Adaptado de Purvest.al, 2004).

4. Transmissédo purinérgica e colinérgica no plexo mioentérico

A ACh é o regulador principal da motilidade intestinal e 0 neurotransmissor
excitatério mais importante no plexo mioentérico. No plexo mientérico, o ATP é co
libertado com outros neurotransmissoreg.(ACh) (White, 1982) podendo exercer efeitos
excitatorios ou inibitérios dependendo do tipo de receptores activados, da sua localizacdo e
do tipo de células estimuladas.

A libertacdo de acetilcolina dos nervos entéricos colinérgicos é regulada pré
sinagicamente pela presenca e envolvimento de receptores neuronais especificos. Entre

estes, encontraise 0s receptores purinérgicos P1 e P2, que quando activados (pela

13
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adenosina ou pelo ATP, respectivamente) podem promover ou inibir a libertagcdo de ACh
(De Man et al, 2003).

5. Objectivos

Actualmente existe um grande interesse no desenvolvimento de farmacos como
opcOes terapéuticas para o tratamento das doengas gastrointestinais (tais como a doenca de
Crohn ou a colite ulcerosa). Destes, foram propostos fésmae actuam por estimulacao
directa dos receptores ddenosina, ou, através do aumento dos niveis locaidah®sina
em modelosde doenca eranimaisroedoreqAntonioli et al, 2008).Hoje em dia sabse
quetodo o sistemaue envolve adenosina, ifaindo os nucledsidos, os receptores, 0s
transportadores e as enzimas metabdlicas, desempkmitdes importantes de
imunoregulacdo e de neuromodulacdo no tracto gastrointestinal humano (revisto por
Antonioli et al, 200§. Em publicacdes anteriores, foramados agonistas e antagonistas
selectivos para os receptoresadienosina no plexo mioentéricanusculo longitudinal de
ileo de rato. Foi demonstrado que a adenosina exerce um papel bifasico na libertacdo de
ACh dos neurdnios motores mioentéricos, maaliatravés daactivacdo de receptores
juncionais facilitatérios do subtipo,Ae extrajuncionais inibitorios do subtipq Ouarte
Araujo et al, 2004).Tendo em vista o potencial terapéutico dos compostos relacionados
com a adenosina pac@ntrolar as adiracdes da motilidade intestin@.g. Akkari et al,

2006) resolvemosnvestigar especificamente a distribuicdo geografica dos receptores de
adenosina de baixafinidade(A.s € As) no plexo mioentérice musculo longitudinal do
ileo de ratogue podem gemais facilmente activadasncondicdes patoldgicas.

Os vérios subtipos de receptores de adenosinarsfitamentexpressos no tracto
gastrointestinal human® estemlemse desde as camadas de mucsaslucosa até ao
compartimento neuromuscular do inbest grosso e delgado, como foi demonstrado
previamente pela reaccdo em cadeia da polimetiaseanscriptase reverd®T-PCR) e
atraves de estudos imumstoquimicogDixon et al, 1996; Christofiet al, 2001) No que
respeita aos animais roedores, a anai dos resultados obtidos na distribuicdo dos
receptores da adenosina no rato, foram baseados em estudos feitos para a identificacdo do
MRNA, sem qualquer caracterizacdo da sua localizacdo celular (revistomtpoioli et
al., 2008. Esta falta de infanacdo levotnos a investigar a distribuicdo regional dos
quatro subtipos de receptommgadenosina em preparacdes de plexo mioenténiceculo

14
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longitudinal (PMML) de ileo de ratp marcasds com anticorpos fluorescentegor

microscopia confocal.
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CAPITULO 1l - Métodos
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1. Preparacédo e montagem do plexo mioentérico de rato

Foram utilizadas preparac6es de plexo mioentédrigeculo longitudinal (PMML),
retiradas de ileo de ratos da estirpe Wistar (Charles RI@&IFFA, BarcelonaEspanha,;
Biotério do ICBAS, Porto, Portugal) de ambos os sexos com peso médio aproximadamente
de 200g.Os animaidoram mantidos a uma temperatura constante (21 €dd) ciclos de
luminosidade(06.33:19.30h)e de obscuridad€19.36G06.30h)regulares can acessdivre
a comida e aguaOs animais foram sacrificadgsor decapitacdo com guilhotinag
manipulacdo animakeguiu as orientacoes definidas pela Comunidade Europeia do
Conselho (86/609/CEE).

As experiéncias foram realizadimsvitro, segundo a técoa descrita por Paton &

Vizi (1969). ApoOs abertura do abdémenceago e o ileo foram identificados pelas suas

caracteristicas anatémicas.

Figura IX - Localizagdo da juncao ilexecal

O intestino foi cuidadosamente separade das aderéncia mesentécas e,
consequentemente, do seu pediculo vascefvoso, evitandge a lesdo da parede
intestinal com o material cirargico. Foi retirado um fragmento com cerca de 12 centimetros
da porcao distal do iletendo sido excluidos sistematicament® @gntimé&os proximais
ao cega Os fragmentos isolados foram colocados numa caixRetle contendo uma
solucdo de Tyrodeom a seguinte composicdmM): NaCl 137; KCI 2,7 CaC} 1,8;

MgCl, 1; NaHPO, 0,4; NaHCQ 11,9; glucosell,2) com cloreto de colina @)1),
oxigenada com uma mistura de 35%) e CQ (5%), a temperatura ambiente. Nesse
ambiente, procedese ao esvaziamento do conteudo fecal por instilacdo da solugédo de
Tyrode através do lumen intestimdm o auxilio de uma seringBara facilitar a disseccao
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do plexo mioentérico e do musculo longitudinal aderente, foi introduzida uma vareta de
vidro no lumen do fragmento do ileo isoladds camadas superficiais do intestino
correspondentes a serosa, musculo longitudinal e plexo mioentérico foram seccionadas
longitudinalmente com o auxilio de um bisturi, tendo o cuidado de né&yrati camada
muscular circularde forma a ser possivel isds em toda a sua circunferéncia, usando

duas gazes embebidas na solucao de Tyrode.

Figura X T (1) Caixa de Petri orgdo fragmento de ileo isolado foi lavado com solug¢é@o de Tyrode oxigenada,
com o auxilio de uma seringa; (2) Vareta de vidro inserida no limen do fragmento do ileo para remog¢éo do
plexo mioentérico; (3) Preparacdo MIL; (4) Camaras de perfuséo verticaisde a preparacao foi fixada

entre os eléctrodos de prata para realizacdo das experiéncias.

As preparacgOes isoladas foram montadas entre dois eléctrodos de prata inseridos
nas suas extremidades, e seguidamente colonadasistemd@randelcom12 camarasle
perfusdo (Valley International Corp., Austin, USAffigura XI) com 0,365 nL de
capacidade, a& quais decorreram as exi@aecias A temperatura de 37°C foi mantida
constante durante todo o procedimento experimental através da circulacdo de agua pelo
compatimento exterior a camara de perfusdo. Esta agua foi bombeada a partir de um
banho termostatizado que serviu também para o aquecimento das solucdes utilizadas na
perfusdo. A solucdo de incubacéao/perfusdo foi mantida em agitacdo constante através do

arejamato com uma mistura de,@®5%) e CQ (5%).
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Figura XlI- Sistema Brandetom 12 cAmarasde perfusddValley International Corp., Austin, USAJ1)
Sistema de oxigenacAd@2) Tubos de ensaio onde possivel serem testaddderentesfarmacos em
simultaneoy3) Sistema de agulhas por onde sao injectadas as sql@pBsmba peristaltica; (5) Camaras
ou banhos de 6rgaamm dois eléctrodos de prata, onde sdo colocados os tecidos; (6) Tubosaonde

efectuadas as colheitas das amos{ig@<olector de fracgfs

2. Quantificac&o da libertagéo de ACHR[°H]

O procedimento empregue para a marcacao das preparacdes e quantificacdo da
libertacdo de ACH®H] foi descrito previamentee(g DuarteAradjo et al, 2004) e

seguido com pequenas modificacdes.

I Periodo de Eyuilibrio

Inicialmente as preparagdes foram perfundidas asplucdo de Tyrde oxigenada
durante 30 minutoO objectivo deste procedimento foi o de equilibrar a preparacdo com

novo meio fisioldgico e remover residuos tecidulares resultantes da disseccéo.

. Periodo de Marcacao

Apoés o periodo de equilibrio, os terminais nervosos colinérgicos foram incubados
durante 40 minutos, com uma s o{t]{(actividadee Tyr o
especifica des ¢ Ci ‘H).nDufante o periodo de marcacdo, asparacdes foram
estimuladas electricamente com pulsoDdems de duracdo e intensidade supramaxima,
aplicados com uma frequéncia de 1 Hz. Os estimulos gerados por um estimulador (Harvard
Instruments, Germany) foram aplicados através de dois eléctrogwatdeolocados nas
extremidades das camaras onde se encontrarpregmracdes (estimulacdo eléctrica
longitudinal de campo). Estas condi¢des favorecem a exaustao das reservas de acetilcolina

enddgena e a sua substituicdo por acetilcolina tritiada-{AdJh sintetizada de novo.
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Iii. Periodo de Lavagem

Terminado o periodo de marcagdo, a estimulacdo eléctrica foi interrompida e as
preparacdes foram de novo perfundiddsnfL min') com uma solucdo de Tyrode
contendo hemicolini8 (10 puM), um inibidor da recaptdo de colina com elevada
afinidade para o transportador de colina dependente tleANatilizacdo deste inibidor
apos o periodo de marcacdo impede a sintese de novas moléculas de ACh ndo marcadas
radioactivamente, evitando assinenviesamentma determiacdo da quantidade total de
acetilcolina. Apos lavagem das preparacdes dutk@ieninutos para retirar o excesso de
radioactividade n&o incorporada nas terminacdes nervosas, susperalperfusao e deu

se inicio ao periodo de libertagédo.

V. Periodo de Lbertacéo

A recolha das amostra@,865mL) da solucdo de incubacéo foi realizadardeuto
a minuto por esvaziamento completo e-preenchimento dos banhos de érgdos com a
solugdo em uso. Este procedimento foi completamente automatizado e executado por um

coledor de fraccBes prprogramaddigadoa uma bomba peristaltica.

s S
. S

i
Marcacao _ .
Equilibrio 40 minites Libertacéo .deAch-[3H]
30 minutos 1Hz 20 minutos

Colina-[3H] Hemicolinec3

Farmaco

Figura XIl - Representacdo esquematica do protocolo experimental seguido. As preparacdeditle PM
foram equilibradas durante 30 minutos em solucdo de Tyrode perfundida a um fluxateori3&pois
passaram por um periodo de marcacdo com uma solucdo de Tyrode cdntersd® d e[*H]¢ durariten a

40 minutos. Nos 60 minutos seguintes, procesea um periodo de lavagem; as preparacdes foram de novo
perfundidas (1 ml mif) com uma solucdo de Tyrode contendo o inibidor da recaptacdo de colina,
hemicolinie3 (10 uM). Esteperiodo de lavagem foi antecedente ao periodo de libertagdo, em que estdo
compreendidos 2 periodos de estimulacé@o eléctrica, aoS 4 minutos, e 0,5a0s 8 minutos. Ao longo
destes 20 minutos de libertacéo foi feita a recolha das amostras (0,366rmeksyaziamento completo e re

preenchimento dos banhos de 6rgdos com a solu¢do em uso.
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v.  Quantificacdo da ACh[°H]

A quantidade de radioactividade por amostra foi analisad@gmectrometria de
cintilacdo liquida (TriCarb2900TR, Perkin Elmer, Boston, UBApercentagem de
eficiéncia: 40+2%) apOs subtraccdo do valor basal, que nunca excedeu 5% da
radioactividade total das amostras. A radioactividade foi expressa em DRM peso
seco do tecido determinado no final da experiéncia. Para isso, a prepargggsada e
imersa (durante a noite, a temperatura ambiente) ein denacido tricloroacético a 10% e
determinado o contetdo em tritio existente em 0,1 ml de sobrenadante. O efluxo-de ACh
[*H] foi calculado em percentagem da quantidade de tritio existerégido no inicio do
tempo de colheita respectivo (libertacdo fraccionada de tritio, %). Apds os periodos de
marcacdo e de lavagem, as prepara¢des continham 10,648+324 x103 emvalor do
efluxo basal de tritio era 8.12 + 0.02) x 1®dpm g* no gimeiro minutodo periodo de
libertagdo (n=8). A libertacdo fraccionada de tritio na primeira amostra foi de 1.08+0.14%
da radioactividade total presente no tecido no inicio do periodo de libertagéo.

A libertacdo de ACH®H] foi induzida por estimulacéo étrica de campo (EFS),
utilizando 200pulsos monoféasicos rectangularegems de duracao, aplicados com uma
frequéncia de 5 Hz. Foram realizados dois periodos de estimulagéd8,(8) e aol3°
(S;) minuto ap6s o fim do periodo de lawam (tempo zer). A libertacdo de ACH?H]
induzida por estimulacéo foi calculada subtraindo o efluxo basal de tritio ao efluxo total
durante cada periodo de estimulagam alguns casos, a libertacdo de ACh foi induzida
por dois periodos de estimulacdo 6 S), sendoque o primeiro € resultante de um
estimulo eléctrico e 0 segundo,)Sesultante da aplicacdo de um agonista nicotinico
(DMPP).

A libertacdo de ACH®H] a partir das terminacées nervosas do plexo mioentérico
resulta de um fendmeno de natureza exocitd@cque foi prevenido na auséncia de calcio
extracelular (CA@ + EGTA, 1 mM) e na presenca de tetrodoxina (¥ YDuarte Aradijo
et al, 2004b).

Vi. Efeitos dos farmacos e interac¢des farmacoldgicas

Os farmacos a testar foram aplicados 8 minutos antes, de rBantiveranse

presentes até ao final da experiéncia. O efeito dos farmacos foi avaliado pelas¥&pes S
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i.e. as razdes entre a libertacdo de A@H| calculada durante o segundo periodo de
estimulacdo (na presenca do farmaco) e a libertacdo de[°ATalculada durante o
primeiro periodo de estimulacdo (na auséncia do farmaco). Os valores expressos em
percentagem correspondem a variacdo percentual das raz@esg$ando comparadas

com a razéo £5; obtida nas experiéncias controlo. Zero por cenica uma igualdade

entre as razbes; valores positivos e negativegresentam aumentos e reducbes da
libertagéo induzida de AGFH]. Quando foram avaliadas as mudancas no efeito dos
farmacos testados induzidos por um modificador, o modificador foi aplicado 8 minutos
antes de iniciar as colheitas das amostras e presente ao longe 8e Quando o mesmo
farmaco esteve presente emneSy, as razdes £, ndo foram significativamente (P> 0.05)
diferentes daquelas obtidas em condi¢cdes do controlo, isto €, sem adicdo de farmacos
(0.80+0.03, n=11)

3. Experiéncias de Imunofluorescéncia

3.1. Processamento dos tecidos

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

duas fases distintal) fixacdo e(2) blogueio e permeabilizacdo do tecido aos anticorpos.

I. Fixacao

A fixacdo dos tecidos é necessaria para preservar adequadamente os c@smponen
celulares, nomeadamente antigénios e enzimas e, ainda, facilitar as marcacdes
convencionais e imunoldgicas (Ramdara, 2005).

Sendo um processo progressivo, a fixacdo é dependente de factores como
temperatura, pH e tempo. Embora ndo exista um tempma@me fixacdo, um longo
periodo de exposi¢cdo ao fixador pode levar a uma diminuigdo da imunorreactividade de
antigénios, assim como a producao de resultados falsos negativos, por formacdo de um
excessivo numero digacdes cruzadagformacdo de ligacdesovalentes). Da mesma
forma, se areaccdo de fixacdo ocorrer num periodo de tempo reduzido, os resultados

obtidos podenticar aquém do esperado. Assim, a duracdo da fixagcdo pode alterar as
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reac¢desimunohistoquimicas, podendo resultar na falha de detededdeterminado
antigénio,numa reaccéo fraca, marcacéo inespecifica de fundo aumentada ou reactividade
cruzadaalterada (Rame¥ara, 2005).

O formaldeido € um dos fixadores maislizadcs, que preserva principalmente
péptidos e a estrutaigeral dos orgaglos celulares. No entanto esta fixacdo pode levar a
profundas alteracOeka conformagcédo de macromoléculas (Raiviasa, 2005).

Neste trabalho, foutilizado como fixador uma solucdo de P{#araformaldeido
2%, lisina 0.075 M, fosfato de sédio 0.037 M, pddtode sodio 0.01 M)Este fixadoré
capaz de preservar tantairaestrutura do tecido como a sua antigenicidade (McLean &
Nakane, 1974). Apreparacdes de PML foram dissecadas do ileo de rato, como descrito
anteriormente estiradas (com a ajuda dé#ireetes) em placas de Petri revestidas com
Sylgard e fixadas ensolucdo de PLRIurante 16 horas e a 4°C. As preparacdes foram
posteriormente lavadasom uma solucéo de tampéo fosfato 0,1 M em 3 ciclos de 10
minutos; criopreservadas esolucao crioprotecta (glicerol anidro 20%, tampéao fosfato

0,1 M), durante 16 horas4dC, e armazenadas20°C para posterior utilizacao.

. Bloqueio e Permeabilizagcao

Depois de descongeladas as preparacdes d&PNKbram lavadas com solugcao
salina tamponada com fosfatd3®) e incubadas com um tampé&o de bloqueio (soro bovino
fetal 10%, albumina bovina sérica 1%, TritorlRO 0,3% em PBS) durante 2 horas e com
agitacao constante. Este passo é fundamental para bloquear ligagcdes ndo especificas do
antisoro primario, diminuinal a possibilidde de ocorréncia denagens néo especificas
ide fundoo

Para além disso, o tampdo de bloqueio usado possui ha sua constituicdo o
detergenteTriton X-100, que a baixas concentracdes aumenta a permeabilidade das
proteinas dogecidos e das mdmanas bioldgicas, facilitando lgacdo dosanticorpos
(RamosVaraet al., 2008).
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Iii. Marcagao com anticorpos

Um dos conceitos fundamentais da imunohistoquimica € demonstrar a presenca de
antigénios (Ag) em seccdes de tecidos por meio de anticorpos $fbrificos. As
ligacoes Agi Ab podem ser demonstradas quer através de reaccdes histoquimicas
colorimétricagque podem ser visualizadas com um microscopio convencional, quer através
de fluorocromos podendo ser visualizadas com um microscopio de epiflucizso@n
confocal.

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

reconhece o anticorpo primario.

V. Incubacdo com anticorpos primarios

Depois do bloqueio e permeabilizagds amostras foram incubadas com os
anticorpos primarios escolhidos (ver TabBladiluidos em tampao de incubacéo (soro
bovino fetl 5%, albumina sérica 1%, Triton-200 0,3% em PBS), a 4°C e durante 16
horas.

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

deserem aplicados nas amostras, isto €, aguando a sua diluicdo no tampéao de incubacéo.

Tabela |- Detalhes dos anticorpos primarios usados

Antigénio Cédigo  Hospedeirc Diluicdo  Fonte

Anticorpos primarios
A Receptor de adenosing A AB1587P Coelho(rb) 1:50 Chemicon
A Receptor de adenosing,A 05717 Ratinho (ms  1:200 Chemicon
A Receptor de adenosingg#A AB1589P  Coelho (rb) 1:60  Chemicon
A Receptor de adenosing A (C-17)se7508 Cabra (gt) 1:25 Santa Cru:
A Transportador vesicular da ACh (VACh1 AB1578 Cabra (gt) 1:1500 Chemicon
AProteina glial fibrilar acida (GFAP) Z0334 Coelho (rb) 1:750 Dako
AProduto da proteina gene 9.5 (PGP 9.5) 78631004 Ratinho (ms  1:600 Serotec
AVimentina (VIM) MO0725 Ratinho (ms  1:75 Dako
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Apés o periodo de incubacdo com os anticorpos prim@ramgabela 1)procedeu
se a lavagendas amostras de RML com uma solucdo de PBStfiton-X 0,1%, em 3
ciclos de 10 minutos, preparando as amostrasapar marcagdo com 0S anticorpos

secundarios.

V. Incubag&o com anticorpos secundarios

Apébs a lavagem dos anticorpos primarios as amostras foram entédo incubadas com
0s anticorpos secundarios fluorescentes.

Os anticorpos secundariescolhidos (vetabelall) foram diluidos no tampéo de
incubacédo referido anteriormente e incubados nas amostras durante duas horas, a
temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Todos os procedimentos a partir do
momento da adicdo destes anticorpos foram efectuados no escuevif@ara excitacao
dos fluorocromos. Os protocolos de marcacéao dupla ou tripla foram idénticos ao aplicado

para os anticorpos primarios.

Tabelall - Detalhes dos anticorpos secundarios usados

Antigénio Cédigo Hospedeiro IgG anti - Diluicdo Fonte
Anticorpos secundarios
A Alexa Fluor 488 antib A-21206 Burro Coelho(antirb) 1:1500 Molecular probes
A Alexa Fluor 568 antins A-10037 Burro Ratinho (antims) 1:1500 Molecular probes
A Alexa Fluor 633 antijt A-21082 Burro Cabra (antt) 1:1500 Molecular probes

Apéds a incubacdo com os anticorpos secundarios, as anustPAdML sofreram
novo periodo de lavagem com solucdo de PBS/Fitod,1%, em trés ciclos de 10
minutos.

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

Para além destas experiéncias, fizesmmamben controlos de especificidade, por

omissao dos anticorpos primarios da solucdo de reaccao.
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3.2. Microscopia confocal

A microscopia confocal é uma técnica que permite optimizar e mellsorar
resolucaade imagens obtidas por um microcépio convencional, atdadscalizacdo do
sinal em seccdes finas da amostra a ser analisada. O microscopio funciona recorrendo a
uma iluminacdo da amostra ponto por ponto através de um laser de excitacdo com um
comprimento de onda adequado, rejeitando toda a luz emitida gaef@stele foco.

Assim, o0 objectivo &€aptr e ver apenas a imagem que se forma a partir do ponto
defocagem escolhid¢confocalidade)

Para além de promover uma melhor observacédo de pequenos detalhes, esta técnica
de microscopia possibilita ainda a congio de modelos tdimensionais (3D) da
amostra, por conjugacdo de imagens sucessivas de diferentes planos da nstacig (Z
(Semwogerere & Weeks, 2005).

Figura XIIl - Microscopio confocaDlympus FV 1000 (Olympus, Japao) usado nas experiéncias

ApGs montagem das amostras de -FIM em laminas de vidro, estas foram
examinadas com um microscépio confocal de varrimento por laser Olympus FluoView
FV1000, usando os seguintes lasers:lofr, que emite na gama dos 48& e que,
portanto, excita o fluoréforcAlexa Fluor 488; um laser de Hée, que emite no
comprimento de onda de 543 nm e que vai excitar o fluoroforo Alexa Fluor 568; e ainda
um laser de Hé&le, cujas emissdes sdo na gama do invisivel, a cerca daerg&Xcitando
o fluoréforo Alexa Fluor 633. A amostras do tecido foram sujeitas a um varrimento

sequencial, sendo que em alguns cdeomm adquiridas imagens em varios plangs (

stack.
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As imagens obtidas foram posteriormente tratadas usando o software associado ao
microscépio confocalOlympus FloView, FV1000, Toquio, Ja@o), o FluoViewer FV10
ASW 1.2.

4., Farmacos

2-p-(2-Carboxetil)fenetilamine5 -Njetlcarboxamidoadenosan (CGS 21680 C),
5 -(y-Etilcarboxamida adenosia (NECA), 8Ciclopentl-1,3-dipropixantna (DPCPX), 3
Etil-5-benil-2-meil-4-feniletinil-6-fenl-1,4-(+)-diidropridina3,5-dicarboxlato (MRS
1191), iodeto de 1,1-Dimetl-4-ferilpiperaznium (DMPP), cloreto de colina
parafornaldeido (prills), lisina, periodato de sédjaylicerol anidrg soro de bovino fetal
foram adquiridos a i§maAldrich (St Louis, MO, USA). 1-[2-Cloro-6-[[(3-
iodofenil)metilJamino]-9H-purina-9-il] -1-deox-N-meil-b-D-ribofuranuronamid  (2-Cl-
IBMECA), 4-(2-[7-Amino-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[2,3a][1,3,5]triazira-5-
ilamino]etl)fenol (ZM 241385), §4-[4-(4-Clorofenzl) piperazid-1-sulfonl)fenl]]-1-
proplxantina (PSB 603), citratb de Octahdro-12-(hidroximeil)-2-imino-5,9: 7,10a
dimetanel0aH1,3]dioxocino[6,5d]primidina-4,7,10,11,1%entol €itrato deTTX) foram
adquiridos & Tocris Cookson Inc. (BristalK). [metil-*H] cloreto de colingsolugéo de
etano] 80.6 Ci nM) foi adquirido a Perkin ElImemBpston, USA)e osoro de albumina
Triton X-100a Merck (DarmstadtAlemanha.

2-CI-IBMECA, ZM 241385e MRS 1191foram dissolvidos entimetilsulfoxido
(DMSO). O MRS 1191foi mantido no escuro, prevenindo assim a sua fotodecomposicéo.
O DPCPX foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) + 1% NaOH 1M (W e
armazenado com un@ncentrago de 5 mMOs restantes farmacos foram preparados em
agua destiladaAs soucdes bram congeladas em aliquotasab e C e nunca f or al
a mais de um ciclo de congelacdo/ descongelacdo antes de serem Disadasente
foram preparadas diluicbes destas solucbesTgrode e executadas experiéncias para
controlar o efeito dos solmees. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05) entre as experiéncias controlo realizadas na auséncia e na presenca
dos solventes na percentagem maxima utilizada de 0,5% v/v. O pH das solu¢des utilizadas
ndo variou significatamente pela adicdo dos farmacos na concentracdo maxima utilizada

aplicada as preparacoes.
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5. Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos como médias = erros padrdo da média (s.e.m.),
correspondendo a um numerindicativo do niUmero de animaisaaos paraadasériede
experiéncias A significancia estatistica dos resultados experimentais foi avaliada pela
andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste t modificado por Dunnett),®5
representa diferencas significativas. Utilizzel ainda o métamddos minimos quadrados

para a determinag&o das rectas de regressao linear.
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CAPITULO Il - Resultados
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1. Os receptores A da adenosinaestao localizados predominantemente nos
corpos celulares dos neuréniosganglionares mioentéricos, enquanto 0s

receptores A, seencontram nos terminais nervosos colinérgicos

Em estudos anteriores, demoastos que a adenosina tem um papel duplo na
libertacdo de ACh dos neurdnios motores mioentéricos através da activacaqtigesce
facilitatérios A e inibitérios A (DuarteAraujo et al., 2004p). Através de estudos
funcionais, colocoiwse a hipotese dos receptores inibitérigse8tarem localizados numa
regido distante da juncdo mioneural e dos receptacilitatorios A, esarem localizados
nos terminais nervosos colinérgicdseste trabalho, foram realizadas experiéncias de

imunolocalizacdo usandmticorpos primarios contra esteseptoregfigura XIV).

Nivel
ganglionar

Nivel
neuromuscular

Figura X1V- Marcacdo duplados receptores Ae A,n da adenosinalmagens demicroscopiaconfocal

obtidas a partir dpreparacdes deM-ML doileo de rato. A imunoreactividade para os receptorgseXde)

esta presente nos corpos celularesis) neurénios ganglionaresoentérica (asteriscos), mas esta ausente

nas \aricosidades nervosgsl) a nivel neuromusculaA imunoreactividadepara osreceptores A, da
adenosingvermelho) esta presente nos feixes nervosos (b) e nos terminais dos axdnios (e) dos neurénios
mioentéricos getas). A imagens (c) e (Qorresponderd projeccdo das imagens marcacdo duplpara os
receptores A;(verde) e A,, (vermelho) captadas a nivel ganglionar e a nivel neuromuscular,

respectivamente; a existéncia delecalizacédo deveria aparecer a amarelo. Escala = 50 pM.
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