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AD adrenalina
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AMPT alfa-metil-para-tirosina
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ECF quimiofluorescéncia melhorada
EDTA acido etilenodiaminotetracético
ELISA ensaio imunoenzimatico em “sandwich”
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IL-1B Interleucina-1B
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IL-1RAcP proteina acessoria do receptor da IL-1
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MAO monoaminoxidase
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MOPEGAL 3,4-metoxi-4-hidroxifenilglicoaldeido
NA noradrenalina
NET transportador membranar de noradrenalina
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Resumo

Resumo

A activagao do eixo hipotalamo-glandula pituitaria-suprarrenal (HPA) pode modular
o sistema imunitario. As citocinas e o neuropeptideo Y (NPY) sdo reguladores do
eixo HPA e ambos sio produzidos pela medula da supra-renal. A interleucina-1f3
(IL-1B) é uma citocina cuja funcdo na libertacdo de catecolaminas pelas células
cromafins é ainda controversa. Por outro lado, o NPY é um neuropeptideo que pode
ser co-libertado com as catecolaminas e ainda estimular a libertacdo de
catecolaminas pelas células cromafins humanas e de murganho. No entanto os
mecanismos intracelulares acoplados a activacdo dos receptores do NPY e a

estimulagao da libertagcédo de catecolaminas ainda é desconhecido.

O primeiro objectivo deste trabalho consistiu em estudar os mecanismos
intracelulares acoplados a activagao do receptor Y, do NPY que induzem um
aumento da libertagdo de catecolaminas (noradrenalina, NA e adrenalina, AD) pelas
células cromafins de murganho. O antagonista do receptor Y,, BIBP 3226, inibiu o
efeito estimulador do NPY, comprovando que o receptor Y, esta envolvido no
processo de libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins de murganho.
Além disso, verificou-se que libertagdo de catecolaminas estimulada pela activagao
do receptor Y, ocorre através de um processo dependente de Ca”". Por outro lado,
o inibidor da sintase do mondxido de azoto (NOS) e o inibidor da guanidil ciclase
(GC) também diminuiram o efeito estimulador do NPY, sugerindo que o monéxido
de azoto (NO) e o monofosfato de guanosina ciclica (GMPc) produzidos sao
importantes reguladores da libertagdo de catecolaminas estimuladas por NPY. A
fungdo do NO como regulador da libertagdo de catecolaminas foi, ainda, confirmada
incubando as células com um dador externo de NO, o NOC-18, que estimulou a
libertacdo de catecolaminas de um modo semelhante ao observado com NPY. O
efeito estimulador do NOC-18 foi também inibido na presencga do inibidor da GC,
0ODQ, o que sugere que o NO activa a GC levando a um aumento de produgao de
GMPc.

De modo a avaliar o envolvimento de outras vias de sinalizagdo intracelulares

acopladas a activacao do receptor Y, e a libertagdo de catecolaminas, as células
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Resumo

cromafins de murganho foram incubadas com inibidores das MAPK, PKC e PKA na
presenca de NPY ou NOC-18. Os resultados mostram que o efeito estimulador do
NPY foi inibido pelos inibidores das MAPK e da PKC; no entanto, o efeito do NOC-
18 foi apenas inibido na presencga do inibidor da PKC. Estes resultados sugerem
que libertagdo de catecolaminas estimuladas por NPY ocorre através da activagao
de duas vias: a via das MAPK, independente de NO, e a via da PKC, dependente
de NO.

Em concluséo, esta parte do trabalho aqui apresentado demonstra que a activacao
do receptor Y, nas células cromafins de murganho induz um aumento na libertagdo
de catecolaminas de uma forma dependente de Ca” e ainda através da activagao
das MAPK. A libertagado de catecolaminas estimulada pela activagao do receptor Y,
é ainda dependente da produgdo de NO, que por sua vez activa a GC e
subsequentemente a PKC.

Sabendo que a activagdo do receptor Y; induz o aumento da libertagdo de
catecolaminas pelas células cromafins de murganho e que a concentragédo
intracelular de catecolaminas é resultante de um equilibrio entre a libertagao e a
sintese de catecolaminas, o segundo objectivo desta tese foi avaliar a existéncia de
uma interacgdo molecular entre a activacdo do receptor Y, e o0 promotor da
hidroxilase da tirosina (TH).

Como modelo celular foi utilizado a linha celular SK-N-MC, que possui o receptor Y,
e que foi transfectada com um plasmideo contendo o gene da luciferase acoplado a
um fragmento do promotor da TH humana. Este promotor da TH possui alguns dos
locais de ligacao para factores de transcricdo que sdo importantes para a activagao
do promotor da TH e a consequente indugéo da expressado da TH. Um exemplo é o
local de ligagéo dos elementos de resposta ao AMPc (CRE). Assim, o aumento ou a
diminuicdo da actividade da luciferase corresponde a activacdo ou inibicdo do
promotor da TH. A forscolina aumentou a actividade da luciferase e o NPY inibiu
este efeito estimulador. O antagonista do receptor Y4, BIBP 3226, inibiu o efeito do
NPY na activagdo da luciferase pela forscolina. O inibidor da PKA produziu um
efeito semelhante ao efeito do NPY, enquanto que o inibidor da PKC nao modificou
a actividade da luciferase. Em concluséo, estes resultados sugerem uma relagéo

directa entre a activagao do receptor Y, e o promotor da TH através da PKA.
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Como foi referido anteriormente, é ainda controverso o papel da IL-1 na libertagcao
do conteudo dos granulos cromafins pelas células cromafins. Assim, nos capitulos 5
e 6 foi avaliado o efeito da IL-1B na libertacdo de catecolaminas e de NPY pelas
células cromafins de murganho e humanas. Os resultados obtidos mostraram que a
IL-1B8 aumenta a libertagdo de catecolaminas e de NPY, sendo este efeito inibido
pelo antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra). O papel do NPY na libertagdo de
catecolaminas estimulada pela IL-1B foi avaliado através da imunoneutralizagdo do
NPY com o anticorpo anti-NPY, verificando-se uma inibicado do efeito estimulador da
IL-1B. Estes resultados sugerem que o efeito estimulador da IL-1f3 na libertagdo de
catecolaminas pelas células cromafins de murganho e humanas €&, em parte,
mediado pelo NPY. Por outro lado, nas células cromafins humanas a activagéo das
MAPK e a produgédo de NO com a consequente activagdo da PKC e da GC séo as
principais vias de sinalizagao intracelular responsaveis pelo efeito estimulador da IL-
B na libertagao de catecolaminas nas células cromafins humanas.

Nas células cromafins humanas foi ainda avaliado o papel da IL-18 na sintese de
catecolaminas. Para tal, as células foram incubadas com um inibidor da hidroxilase
da tirosina (TH), o AMPT, que inibiu o efeito estimulador da IL-13, sugerindo a
possibilidade de uma relagao entre a IL-13 € a TH. Uma vez que a actividade da TH
€ regulada pela fosforilagdo dos seus residuos de Ser®, pela técnica de Western
Blot, verificou-se que uma incubagdo de 2 minutos com IL-18 aumentou a
fosforilagdo do residuo Ser*® da TH.

Nas células cromafins humanas foram ainda investigados o0s mecanismos
intracelulares acoplados ao receptor Y; cuja activagdo estimula a libertagdo de
catecolaminas. A inibicdo do efeito estimulador do NPY ocorreu na presenca do
inibidor da NOS, e ainda pelos inibidores da GC, das MAPK, da PKC e da PKA. Por
outro lado, a inibicdo da PKA nao alterou o efeito estimulador do NOC-18 na
libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas, e o efeito
estimulador do activador da PKA, a forscolina, foi inibido pelo inibidor da NOS, L-
NAME. Estes resultados sugerem que activacdo do receptor Y; das células
cromafins humanas induz um aumento da libertagdo de catecolaminas actuando
pela via das MAPK e pela activagao da PKA que por sua vez estimula a producao

de NO, responsavel pela activagao da GC e da PKC.
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Resumo

Em conclusdo estes resultados sugerem que a IL-1B podera ser um factor
importante na regulagado de catecolaminas pelas células cromafins das glandulas
supra-renais em situagbes fisiopatolégicas, como em situacbes de stresse ou
hipertensdo. Por outro lado, sugere-se ainda que o NPY funcione como um
elemento chave entre o sistema imunitario e a glandula supra-adrenal, contribuindo
para um aumento adicional de catecolaminas que podera ser determinante para o

agravamento de determinadas situagdes patoldgicas.
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Abstract

Activation of hypothalamic-pituitary-adrenal gland (HPA) axis can modulate the
immune system. Cytokines and neuropeptide Y (NPY) are potent regulators of the
HPA axis and are both produced by the adrenal medulla. Interleukin-13 (IL-13) has
a controversial role in catecholamine release from chromaffin cells. NPY is a
neuropeptide that can be co-released with catecholamines and can also stimulate
catecholamine release from mice and human chromaffin cells. However the
intracellular pathways coupled to NPY receptors activation and catecholamine

release are not known.

The first aim of our study was to study the intracellular signalling events coupled to
NPY Y, receptor activation that lead to an increase of catecholamine release
(norepinephrine, NE and epinephrine, EP) by mouse chromaffin cells. The
stimulatory effect of NPY on catecholamine release was inhibited by the NPY Y,
receptor inhibitor, BIBP 3226. These results confirmed the involvement of the NPY
Y, receptor activation in catecholamine release from mouse chromaffin cells.
Moreover, catecholamine release due to NPY Y, receptor activation is a Ca®-
dependent process. Furthermore, the inhibition of nitric oxide synthase (NOS), and
guanylyl cyclase (GC) also decreased the stimulatory effect of NPY, suggesting that
nitric oxide (NO) and GMPc are important modulators of catecholamine release
stimulated by NPY. The role of NO as a modulator of catecholamine release was
also confirmed by stimulating mouse chromaffin cells with a NO donor, NOC-18.
Thus, it was observed that the increase of catecholamine release induced by NOC-
18 was similar to that produced by NPY stimulation. The stimulatory effect of NOC-
18 was also inhibited in the presence of the GC inhibitor, ODQ, which suggests that
NO activates GC with subsequent increase on GMPc production.

In order to evaluate other intracellular pathways coupled to NPY Y, receptor
activation and catecholamine release, mouse chromaffin cells were incubated with
MAPK, PKC and PKA inhibitors, in the presence of NPY or NOC-18. It was
observed that the stimulatory effect of NPY was inhibited by the MAPK and PKC
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inhibitors, but the stimulatory effect of NOC-18 was only inhibited in the presence of
the PKC inhibitor. These results suggest that NPY Y, activation stimulates
catecholamine release by a MAPK pathway and also by a PKC-NO dependent
pathway.

In summary, in mouse chromaffin cells, NPY evokes catecholamine release by the
activation the NPY Y, receptor, in a Ca**-dependent manner, by activating MAPK

and promoting NO production, which in turn regulates PKC and GC activation.

The second aim of this thesis was based in two facts: 1) the activation of the NPY Y,
receptor induces catecolamine release from mice chromaffin cells and 2) the
balance of the catecholamine intracellular concentration is dependent on exocytosis
and catecholamine synthesis. So, in the second part of our work we aimed to
evaluate a possible molecular interaction between the NPY Y, receptor activation

and the tyrosine hydroxilase (TH) promoter.

As an experimental model, an Y receptor-expressing SK-N-MC cell was used,
transfected with a TH promoter sequence coupled to the luciferase gene. This
promoter has some local sites for the binding of transcription factors important for
the activation of the TH promoter and transcription of TH. The cAMP response
element (CRE) is one of those transcription factors with binding sites located on the
TH promoter. The activation or inhibition of luciferase activity corresponds to
activation or inhibition of TH promoter. Forskolin increased luciferase activity and
NPY inhibited the stimulatory effect of forskolin. The NPY Y, antagonist, BIBP 3226,
prevented the inhibitory effect of NPY on forskolin-induced TH promoter activation.
On the other hand, we also observed an impairment of forskolin-induced TH
promoter activation by the PKA inhibitor, suggesting a role of PKA-mediated cAMP-
dependent signaling in this process. In conclusion, these results suggest a
molecular interaction between NPY Y, receptor activation and the TH promoter by a
PKA-dependent pathway.

As mentioned above, IL-1B3 has a controversial role on the release of the content of
chromaffin granules by chromaffin cells. Thus, in chapter 5 and 6 of this thesis, the
role of IL-18 on catecholamine and NPY release from mouse and human chromaffin

cells was evaluated. It was observed that IL-1p increased NPY and catecholamine
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release and that the IL-18 stimulatory effect was blocked by the IL-13 antagonist (IL-
1ra). The immunoneutralization of NPY also inhibited the stimulatory effect of IL-13
on catecholamine release from these cells. These results suggest that the
stimulatory effect of IL-1B on catecholamine release was, at least partially, mediated
by NPY.

Moreover, in human chromaffin cells, the main intracellular mechanisms responsible
for catecholamine release stimulated by IL-13 are the MAPK pathway and the NO
pathway, which is an upstream activator of PKC and GC. In human chromaffin cells
the effect of IL-1B on catecholamine synthesis was also studied. For this purpose,
we used an inhibitor of TH activity that decreased the stimulatory effect of IL-1 on
catecholamine release. On the other hand, by an immunobloting assay we also
observed that an incubation of IL-1B during 2 minutes increased the Ser®
phosphorylation of TH. Furthermore, it was also studied the intracellular signalling
pathways coupled to NPY Yj; activation and catecholamine release. The stimulatory
effect of NPY was inhibited by the presence of NOS, GC, MAPK, PKC and PKA
inhibitors. However, the stimulatory effect of NOC-18 was not inhibited in the
presence of the PKA inhibitor, although the stimulatory effect of forskolin (a PKA
activator) was inhibited in the presence of the NOS inhibitor, L-NAME. These results
suggest that NPY Y; activation stimulates catecholamine release by a MAPK-
dependent pathway and also by stimulating PKA that in turn stimulates NO

production with the consequent activation of PKC and GC.

In conclusion, IL-1B might be an important regulator of catecholamine release from
adrenal chromaffin cells in some pathophysiological conditions in which plasma
levels of IL-1f increase, as stress or hypertension. On the other hand, our work
suggests that NPY is a key element involved in the regulatory loop between the
immune and the adrenal system contributing to an additional catecholamine release

and an eventual aggravation of a pathological condition.
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1.1. A célula cromafim na glandula supra-renal

1.1.1. As glandulas supra-renais

As glandulas supra-renais localizam-se no poélo superior de cada rim e sao
envolvidas em tecido adiposo. No homem, as glandulas pesam cada uma entre 6 e
10 g, séo achatadas e medem aproximadamente 5 por 3 cm. A glandula supra-renal
direita tem uma forma piramidal e, a esquerda, a forma oval®,

As glandulas supra-renais sdo 6rgaos encapsulados compostos por duas partes
funcionais completamente distintas, a medula e o cortex. As glandulas dos
mamiferos tém a medula numa posigéo central rodeada pelo coértex, podendo existir
células corticais entre as células medulares, e o inverso, com a presenga de feixes
de células da medula ou apenas algumas células isoladas, entre as células do
cortex®, Na glandula humana, a proporgdo de medula pode variar entre 10 a
30 %"

O cortex da glandula supra-renal, de origem mesodérmica, responsavel pela
segregacao de mineralocorticoides e glicocorticoides, subdivide-se em trés zonas
concéntricas conforme a disposigédo e aspecto das células: glomerulosa, fasciculada
e reticulada.

A zona glomerulosa, localizada imediatamente abaixo da capsula, é uma camada
estreita que representa 10-15 % do cortex; as suas células sdo pouco pigmentadas,
associam-se em aglomerados e s&o responsaveis pela producdo de
mineralocorticoides (aldosterona). A zona fasciculada, que representa cerca de 75
% da area do cortex, é constituida por células poligonais que produzem
glucocorticoides (no homem, o principal glucocorticéide é o cortisol; no rato, a
corticoesterona). A zona reticulada constitui a zona mais interna do cértex, esta
adjacente a medula, e € constituida por células pequenas e pigmentadas que
produzem glucocorticéides e hormonas sexuais®" *,

A medula tem origem na crista neural sendo composta por células neuroenddcrinas
especializadas na producado de catecolaminas - em especial a adrenalina (AD) e a
noradrenalina (NA) - designadas por células cromafins.

Para além destas células, a medula da supra-renal apresenta ainda pequenos

aglomerados de células corticais, células de Schwann e fibroblastos® ' *9, Na
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medula supra-renal, a percentagem de NA é menor que a de AD havendo, no
entanto, grande variabilidade entre as espécies Relativamente ao total de
catecolaminas, a percentagem de NA é de 40% na glandula supra-renal do gato,
30% no boi, 10-30% no homem, 10% no rato, 3% no cobaio™. A principal fonte de
AD na corrente sanguinea provém das células cromafins, exercendo a medula da
glandula supra-renal importantes fungdes nas diferentes situagdes de agressdo ou

stresse.

A glandula supra-renal é irrigada por um ramo da aorta e pelas artérias frénica
inferior e renal. Uma vez na glandula estes ramos arteriais formam um plexo
debaixo da capsula, irrigam o cértex e chegam a medula. O sangue, de todos os
vasos na glandula supra-renal, reune-se numa unica veia central, a veia supra-
renal®, A direcgdo do fluxo sanguineo na supra-renal é no sentido centripeto,
deste modo, os produtos do cértex afectam directamente as células cromafins da
medula. No entanto, os produtos derivados das células medulares ndo conseguem
alcancar as células corticais através da perfusdo vascular. Assim, as comunicagdes
paracrinas entre as células ganglionares da medula e as células corticais, ou as
intercomunicacgdes entre as células cromafins e as células corticais mais internas,
permitem que as substancias libertadas pelas células cromafins actuem nas células
corticais™ *'" %, Quanto a inervacdo da glandula supra-renal, ha um feixe de fibras
proveniente do nervo esplancnico que, apds atravessar a capsula da glandula,
forma uma extensa rede neuronal subcapsular que se entende até ao cortex e,

finalmente, a medula®".

1.1.2 As células cromafins

As células cromafins sdo o principal tipo celular da medula da supra-renal e
dispdem-se em corddes em redor dos capilares sanguineos™®. O nome “cromafim”
tem como base a cor amarelo-acastanhado que estas células adquirem quando
sujeitas a fixagdo com agentes que contém acido cromico. As catecolaminas nos
granulos cromafins oxidam, resultando uma cor amarela acastanhada; a esta
reaccdo da-se o nome de “reacgdo cromafim”. Nas células cromafins, as

catecolaminas sdo sintetizadas e armazenadas em vesiculas secretoras
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(designadas por granulos cromafins) e libertadas directamente para a corrente
sanguinea.

As células cromafins s&o inervadas por fibras pré-ganglionares do sistema nervoso
simpatico, que estimulam estas células neuroenddcrinas a libertar as catecolaminas
para a corrente sanguinea, as quais irdo actuar nos receptores adrenérgicos das

células alvo (Figura 1.1).

___ Nervo esplancnico
(]
& Acetilcolina

Receptor nicotinico

Gréanulo cromafim

Corrente sanguinea

Figura 1.1 As células cromafins localizam-se na medula das glandulas supra-renais.

Um estimulo, com origem na medula espinal, é transmitido as células cromafins através de neurdnios
simpaticos. Estes neurdnios apresentam um longo axénio que viaja pelo nervo esplancnico e liberta
acetilcolina que se liga ao receptor nicotinico da célula cromafim. Como consequéncia, as células
cromafins libertam adrenalina (AD) e noradrenalina (bem como outras substéncias) para a corrente
sanguinea. As catecolaminas na corrente sanguinea actuam nos diversos 6rgdos que possuem 0s
receptores adrenérgicos.

Existem quatro tipos de fendtipos distintos de células cromafins: i) as que produzem
e libertam AD (células adrenérgicas), com um contetido pouco electro-denso; ii) as
que produzem e libertam NA (células noradrenérgicas), com um contelido bastante
electro-denso; iii) o grupo mais pequeno de células com granulos secretores de
pequenas dimensdes com fluorescéncia intensa e fendtipo intermédio entre as
células adrenérgicas e noradrenérgicas (células cromafins de pequenos granulos);
iv) um quarto tipo de células, constituidas por neurénios ganglionares que podem

apresentar caracteristicas noradrenérgicas ou colinérgicas®.
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Os granulos cromafins além de NA e AD contém muitas outras substancias (Tabela
1.1) que, apds estimulagéo, sdo libertados para o espago extracelular juntamente

com as catecolaminas.

Tabela 1.1 Composicado dos granulos cromafins das células cromafins

Moléculas presentes nos granulos cromafins Referéncias bibliograficas
Neuropeptideo Y (NPY) [51, 260, 288, 407]
Leu-encefalinas e Met-encefalina 238, 439]

Substancia P (SP) [259]

Peptideo intestinal vasoactivo (VIP) [464]

Somatostatina [484]

Neurotensina [459]

Peptideo relacionado com o gene da calcitonina 1261]

Serotonina 156, 150]

Histamina [194, 364]

Cerebelina [406]

Vasopressina [242, 243]

Factor activador da adenilciclade da pituitaria (PACAP) [323, 446]

Cromogranina A, B, C e EM66 [19, 20, 27, 241, 305, 346, 442, 492]
Factor de crescimento tumoral (TGF) [252]

Factor de necrose tumoral a (TNFa) [71]

Interleucina-1p [411, 412]

Interleucina-6 [160]

1.1.2.1 Regulacgao da sintese de catecolaminas

Na regulacdo da sintese de catecolaminas é da maior importancia o papel de
alguns aminoacidos, em especial a tirosina. A tirosina presente na circulagédo
sanguinea ou no liquido extracelular, entra na célula cromafim e no citosol é
transformada em 3,4-dihidroxi-fenilalanina (DOPA) pela enzima hidroxilase da
tirosina (TH). Em seguida a DOPA é descarboxilada pela enzima descarboxilase da
dopa em dopamina (DA). Esta entra para os granulos cromafins, onde se encontra
a B-hidroxilase da dopamina (DBH) que converte a DA em NA. Nas células

adrenérgicas, a NA formada no granulo pode ser transportada para o citoplasma
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para ser convertida em AD pela enzima metiltransferase da feniletanolamina
(PNMT). A adrenalina é, entdo, transportada para o interior do granulo e ai é
armezenada até ser segregada. Para a produgdo de AD, no citoplasma destas
células, existe a enzima PNMT, que converte a NA em AD, mas que esta ausente

nas células noradrenérgicas®.

Descarboxilase da

Circulagéo Hidroxilase da Dopa
tirosina (TH)
L-tirosina L-tirosina l DOPA Dopamina

B-hidroxilase da
dopamina (DBH)

NA "
N-metiltransferase da <—F—— Noradrenalina (NA)
feniletanolamina(PNMT)

Adrenalina (AD)

Granulo cromafim

AD (Circulagéo)

Figura 1.2 - Esquema da sintese de adrenalina (AD) numa célula cromafim adrenérgica.

Na célula cromafim a tirosina é transformada em DOPA pela acgao da enzima da hidroxilase da tirosina
(TH), por sua vez, a DOPA é descarboxilada a dopamina pela descarboxilase da DOPA. A dopamina é
transportada para os granulos cromafins, e, sob a ac¢do da B-hidroxilase da dopamina, € convertida em
noradrenalina (NA). Para ocorrer a sintese de AD, a NA sai do granulo cromafim e, no citosol, a enzima
N-metiltransferase da feniletanolamina (PNMT), converte-a em AD que, para ser armazenada, volta a
entrar no granulo cromafim.

1.1.2.2. A hidroxilase da tirosina

Como ja foi referido, a hidroxilase da tirosina (TH) (EC 1.14.16.2) é a enzima que
cataliza a conversao da L-tirosina em L-DOPA. A TH é a enzima do passo limitante
da sintese de catecolaminas porque, apesar de existir em maior quantidade do que
qualquer uma das outras enzimas que estdo envolvidas na sintese de

catecolaminas, a sua actividade é na ordem de nmol/g tecido/hora, o que
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representa uma actividade 1000 vezes inferior a actividade das restantes
enzimas®?* #7233

A TH, juntamente com a hidroxilase da fenilalanina e a hidroxilase do triptofano,
pertence a uma familia de enzimas que sado dependentes de biopterina. Estas
enzimas necessitam de tetrahidrobiopterina (BH,) e de oxigénio (O,) para hidroxilar
os respectivos substratos que sdo os aminoacidos aromaticos"*?. Assim, a hidrélise
de L-tirosina em DOPA é catalizada pela TH em combina¢do com BH,, O, e Fe”,
No terminal carboxilico da TH encontra-se o dominio de ligagdo dos substratos
(dominio catalitico) e, no terminal amina, encontra-se o dominio regulador®®. O
dominio regulador tem quatro locais de fosforilagdo: a Ser®, Ser'®, Ser®' e Ser*® mas

na TH humana existe, ainda, uma treonina na posigao 8"® ' (Figura 1.3).

Dominio regulador Dominio catalitico

I I I
RECICIOICN R

Locais de ligagédo de L-Tirosina e de
tetrahidrobiopterina

Figura 1.3 - Representacido esquematica da hidroxilase da tirosina (TH).

A TH no dominio regulador possui 4 locais de fosforilagdo responsaveis pela regulagdo da sua
actividade. O dominio catalitico localiza-se na parte carboxilica da enzima onde ocorre a hidroxilagéo da
tirosina, usando como co-factor a tetrahidropterina.

A TH humana tem quatro isoformas, enquanto que a TH de outras espécies de
mamiferos tém apenas uma, sendo a variante TH1 (hTH1) comum a todas as
espécies®™. A TH é codificada por apenas um gene e as multiplas isoformas séo
resultantes “splicing” alternativo!" %> %,

Além da sua localizagdo no cérebro®* *4 estdmago®, retinal ' 9 e sistema
nervoso simpatico™* ** a TH esta presente em grandes quantidades nas células
cromafins, principalmente na sua forma citosélica™®, podendo no entanto, também
existir na sua forma membranar localizada nos granulos cromafins®® *" %8 A forma
membranar associada aos granulos cromafins € menos activa do que a sua forma

soluvel®®” e, portanto, pensa-se que a alteracdo da forma membranar para uma
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forma citoplasmatica leva a um aumento de enzima activa disponivel, contribuindo
para um aumento da sua actividade enzimatica®".

A regulagdo da expressado da TH pode ser feita através de um processo de longa
duragdo, que ocorre a niveis pos-translacionais, ou a sua actividade pode ser

regulada num processo de curta duragao.

1.1.2.2.1 Factores de regulagéo da transcri¢do da TH

Varios estudos demonstraram que o monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e os
glucocérticoides regulam os niveis de RNAm da TH através da estimulagdo da
transcrigdo do seu gene e, por consequéncia, aumentam a expressao da proteina
TH®* 9. 271 O aumento da transcricdo do gene da TH esta associado a activagdo
dos locais de reconhecimento dos factores de transcrigdo que existem no promotor
da TH. Entre estes elementos, encontram-se os elementos de resposta aos
glucocorticoides (GRE) bem como os elementos de resposta ao AMPc (CRE) e
portanto, a PKA é uma das principais enzimas envolvidas na transcricdo genética
da TH™ 7+ 3¢ Por outro lado, a existéncia de outros locais de ligagdo dos factores
de transcricdo, como o AP1, permite que outras cinases regulem a trancricdo do
gene da THE®'™ ¥4 4 Existem outros factores reguladores da transcricdo da TH,
como é o caso do monoxido de azoto (NO), através da activagao do c-fos de um
modo dependende ou ndo do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)®'e 3+ 4%l A
via de transdugao de sinal iniciada pela cinase ras que activa a cinase MEK (cinase
que activa as cinases activadas por factores mitogénicos, MAPK), é activada quer
pelo factor de crescimento neuronal (NGF) quer pelo butirato, e pode actuar ao

nivel dos locais AP1 e CRE induzindo a transcrigdo do gene da TH®'"® 4,

1.1.2.2.2 A regulacéo da actividade da TH

Quando os niveis intracelulares de catecolaminas aumentam ha uma inibicdo da
TH. Como ja foi referido, a hidroxilagdo da L-tirosina é catalizada pela TH que

juntamente com a BHy4, O, e Fe*, levam a formacéo de DOPA, dihidropterina (BH,)
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e agua (H,0O). Para ocorrer a inibicdo da TH, o Fe* liga-se a TH e, quando é
oxidado a Fe** pelo O,, os grupos catecol das catecolaminas ligam-se a TH que fica
deste modo inactiva. A TH estéa sujeita a dois tipos de inibicdo pelas catecolaminas.
No tipo de inibicao reversivel, a actividade de TH é inibida pelas catecolaminas que
competem com BH, pela ligagdo dos ibes férricos (Fe3+) no local catalitico da
enzima inibindo, assim, a interacgdo com o cofactor e actuando como um sensor da
concentracao local de catecolaminas®. O segunto tipo de inibicdo é praticamente
irreversivel, e as catecolaminas ligam-se a Fe®* no local catalitco da TH,

diminuindo a actividade enzimatica®® (Figura 1.4).

b a
TH inactiva . . o | | )
o catecolaminas THInatha ’ TH Activa BH,; O, L-tirosina
Fe) T THR®) | T, | TH(Fe®) @
catecolaminas
fosforilagédo BH, BH,; H,0.L-DOPA

Figura 1.4 - Inibi¢cao da hidroxilase da tirosina (TH).

a) Na sua forma activa, a TH esta ligada ao Fe*', sendo capaz de converter a L-tirosina em DOPA,
usando o co-factor tetrahidrobiopterina (BHs;) e O,. No final forma-se além da DOPA, H,O e a
dihidrobiopterina (BH;); b) a TH associada a Fe?* pode ser oxidada a Fe** pelo O, e, nesta forma, é
capaz de se ligar as catecolaminas tornando-se, desta maneira, numa enzima inactiva; ¢) quando a TH é
fosforilada, ocorre uma mudanga estrutural com a consequente dissociagdo das catecolaminas da TH.
Quando as catecolaminas deixam de estar ligadas a TH, o Fe* pode ser reduzido pelo BH,, e assim a
enzima volta ao seu estado activo (adaptado de Dunkley et al., 2004)"%.,

A activacdo da TH ocorre através de um processo designado por activagao de
curta-duragao, que envolve a fosforilagdo de varios residuos de serina no dominio
regulador da TH. A PKA fosforila a TH no residuo Ser*® ¥>*% ¢ o0 aumento de AMPc
induz um aumento da fosforilagdo da TH nas células cromafins de bovino". Os
ésteres de forbol (activadores das PKC) induzem a fosforilagdo dos residuos de
Ser’' da TH sugerindo que a PKC também podera estar envolvida na fosforilagdo
do residuo Ser®! 2 7. %% (Figura 1.5). As propriedades cinéticas da TH fosforilada
pela PKC sdo semelhantes as fosforiladas pela PKA®. O nitroprussido de sédio e o
peptideo natriurético do tipo C (dadores externos de NO) aumentam a fosforilagao
da Ser*® da TH, bem como os niveis de GMPc e a actividade de PKG nas células

cromafins bovinas®. A proteina cinase |l dependente de Ca”‘/Calmodulina
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(CaMKIl) é uma enzima que induz a fosforilagdo da TH no residuo Ser', mas esta
fosforilagdo ndo esta associada a um aumento da actividade enzimatica®® “",
Outros estudos demonstraram que o aumento da fosforilagdo da TH, por arsenite e
por anisomicina *, foi bloqueado por um inibidor das MAPK"* *" o que sugere
que as estas cinases responsaveis pela fosforilagdo da TH no residuo de Ser®' o
199,491 (Figura 1.5).

Dominio regulador Dominio catalitico
CaMKIl
PKG
MAPK  PKA

MAPK  CaMKIl  PKC PKC

| ! ! !
R OICISION o

Figura 1.5 — Fosforilagdo dos residuos de Ser da hidroxilase da tirosina por varias
cinases.

A hidroxilase da tirosina é fosforilada por varias cinases em diferentes serinas que se encontram no
dominio regulador da enzima localizadas no seu terminal amina. A fosforilagao das varias cinases ocorre
de uma forma hierarquica conduzindo a activagao da TH.

A fosforilaggo dos residuos Ser'® e Ser®' altera o estado de fosforilagao do residuo
Ser”® e consequentemente a activagdo da TH. Quando o residuo de Ser'® esta
fosforilado ocorre um aumento de 3 vezes na velocidade de fosforilagado do residuo
Ser*, enquanto que o inverso ndo ocorre, ou seja o residuo Ser*’ nio pode
fosforilar o residuo Ser'® # % A fosforilagdo do residuo Ser’' também aumenta a
fosforilagdo de Ser® e, consequentemente, a activacdo da TH, enquanto que a
fosforilagdo do residuo Ser* ndo induz qualquer alteracdo na fosforilagdo do
residuo Ser®' 2. Deste modo, conclui-se que existe uma fosforilagdo hierarquica,
onde a fosforilagdo dos residuos de Ser'® e Ser’’ permite que a TH se mantenha
activa durante um periodo mais longo, através da manutencdo da fosforilagdo da
Ser®. Ou seja, a fosforilagdo nos primeiros 2-3 minutos ocorre apenas na Ser*’, no
entanto devido a acgédo das fosfatases, a TH entra num estado inactivo. Deste
modo, para tempos de activagdo mais prolongados da TH € necessario um maior
numero de fosforilagbes que ocorrem devido a acgao da fosforilagdo de Ser’' e

Ser'® e,
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1.1.2.3 Metabolizagao das catecolaminas

O primeiro passo na metabolizagdo das catecolaminas envolve uma de duas
enzimas: a monoamina-oxidase (MAO), que remove a parte amina das
catecolaminas e a catecol-O-metiltransferase (COMT) que adiciona um grupo metil,
formando a normetanefrina (NMN) a partir da NA e a metanefrina (MN) a partir da
AD!'. Existem dois tipos de MAO, a MAO-A e a MAO-B?", que tém actividades
enzimaticas diferentes e localizagdes diferentes?®* 37 %% 42 A nivel da medula da
glandula da supra-renal, a MAO-A tem uma actividade enzimatica maior
comparativamente a MAO-B e, além disso, a sua localizagdo difere: enquanto que a
MAO-B se encontra nas células cromafins da camada mais inferior da medula, a
MAO-A localiza-se nas células cromafins que estdo na camada mais exterior, em
contacto com as células corticais®® **9. A accdo da MAO na NA e na AD resulta na
formacéo de um metabolito designado por acido 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG), que
pode ser metabolizado pela COMT formando o 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG)
(Figura 1.6). No Homem, cerca de 90 % da MN, e mais de 40 % da NMN resulta do
metabolismo de AD e NA das células cromafins (Figura 1.6), antes das
catecolaminas terem sido langcadas para a corrente sanguinea, ou seja a
metabolizagdo ocorre intracelularmente™?. Assim a medula adrenal da glandula
supra-renal € a principal fonte de NMN e MN no organismo, excedendo mesmo a
contribuigdo do figado® 3. Na célula cromafim a COMT existe principalmente na
sua forma membranar™®, e esta forma da enzima tem uma maior afinidade para as
catecolaminas do que a forma soluvel que se encontra nos outros tecidos, como é

no caso do figado e rins®*”.
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Figura 1.6 - Vias de metabolizacado de noradrenalina (NA) e de adrenalina (AD).

A NA e a AD pela acgédo da MAO sao desaminadas a 3,4-hidroxifenilglicolaldeido (DOPGAL), que € um
aldeido intermediario de curta semi-vida, e é reduzido por uma aldeido redutase (AR) a
dihidroxifenilglicol (DOPEG). Por outro lado, a COMT converte a NA em normetanefrina (NMN), e a
adrenalina em metanefrina (MN) e o DOPEG em metoxihidroxifenilglicol (MOPEG). Este ultimo, sob
accdo de uma enzima alcool desidrogenase (ADH) e também a NMN e MN sob a acgdo de MAO sao
conv%%i]das em 3,4-metoxi-4-hidroxifenilglicolaldeido (MOPEGAL). Adaptado de Eisonhofer et al.,
20047,

1.1.2.4 Mecanismos de regulag¢ao do conteudo intracelular das catecolaminas

Os mecanismos de recaptagdo de catecolaminas para dentro das células, bem
como 0s mecanismos de sequestro de catecolaminas para dentro dos granulos
cromafins, actuam no sentido de permitir a reciclagem de catecolaminas libertadas
e também de modo a permitir que uma maior quantidade de catecolaminas esteja
disponivel para voltar a ser segregada. Existe outro mecanismo que regula o
conteudo intracelular em catecolaminas e que consiste na sua saida passiva dos
granulos cromafins para o citoplasma das células cromafins, processo designado
por leakage (Figura 1.7). Este processo é contrabalang¢ado pela re-entrada de cerca
de 90 % das catecolaminas para os granulos cromafins, através de transportadores
localizados nas membranas dos granulos cromafins (VMT’s) (Figura 1.7). E de

referir ainda que, 10% das catecolaminas apés sairem dos granulos cromafins, sdo
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sujeitas a accdo da COMT citoplasmatica (Figura 1.7). Este processo de
metabolizagdo ocorre antes e de forma independente da exocitose!" ",

Além de leakage das catecolaminas, cerca de 90% das catecolaminas que saem
para o meio extracelular, sdo recaptadas para dentro das células cromafins através
dos transportadores de NA (NET’s) (Figura 1.7). As restante séo libertadas, entram
na circulagdo sanguinea e/ou sdo metabolizadas (Figura 1.7). Apesar da
designacado dos transportadores se referir apenas a NA, os NET’s tém a mesma
afinidade para NA e para AD?**" e esta demonstrado que em células cromafins de
rato e humanas este transportador sé existe nas células adrenérgicas mas é
responsavel pelo transporte para o interior da célula tanto de AD como de NAP" #*
%3 Por outro lado, sdo os niveis de catecolaminas que influenciam a expressao
destes transportadores: elevadas concentragbes de catecolaminas aumentam a
densidade de transportador e, quando existe pouca quantidade de catecolaminas,
observa-se o inverso“”.

Metabolitos aminados e
metilados

Célula cromafim

C) Metabolizacédo

Granulo cromafim

Catecolaminas

A) Exocitose
(MAO N\ &8
* —oe

Metabolitos aminados
e metilados

passivo
“leakage)

D) Recaptacao

Figura 1.7 - Esquema representativo dos mecanismos de manutengao do contetdo
intracelular de catecolaminas constante.

A) libertacdo de catecolaminas por exocitose; B) saida passiva de catecolaminas para o citoplama
(“leakage”); C) metabolizagdo; D) recaptagao de catecolaminas pelos transportadores de NA (NET); E)
sequestro de catecolaminas do citoplasma para os granulos cromafins através dos transportadores
vesiculares (VMTs). Adaptado de Eisonhefer et al., 2004,
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1.1.2.5 A sintese de peptideos nas células cromafins

Como ja foi referido, as células cromafins acumulam nos granulos cromafins
diversos peptideos. Os granulos cromafins formam-se a partir de dilatagdes do
complexo de Golgi™®. O complexo de Golgi apresenta duas zonas distintas, uma
designada por cis, que € a zona externa com aspecto convexo, e outra por frans,
que € a zona interna com aspecto concavo. Os propeptideos (grandes moléculas
precursoras dos peptideos) sdo sintetizados no reticulo endoplasmatico rugoso. Os
propeptideos sao entdo transportados para a regido do complexo de Golgi onde
entram para as cisternas pela zona cis e deslocam-se na cisterna para a zona trans.
Em seguida, os propeptideos ficam incorporados nas vesiculas de Golgi que
resultam do destacamento das partes dilatadas das cisternas. Estas vesiculas
fundem-se com outras, aumentando assim de tamanho, designando-se por
granulos secretores imaturos. Os propeptideos comegam a ser processados ou
clivados pela acgéo de proteases especificas durante o seu transporte no interior do
complexo de Golgi e essas modificagbes enzimaticas continuam dentro dos

granulos™" 9,

1.1.2.6 Libertagcao de catecolaminas

1.1.2.6.1 O processo de libertagdo de catecolaminas por exocitose

As células cromafins libertam por exocitose o conteudo dos granulos cromafins,
nomeadamente catecolaminas e peptideos. Diversos estimulos aumentam a
libertagdo como a activagado do nervo esplancnico e a libertagcdo de acetilcolina,
Outros estimulos aumentam a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins:
a estimulagdo das células com agonistas dos receptores nicotinicos, ou
muscarinicos, bradicinina, angiotensina IlI, histamina, VIP ou ATP, e a
despolarizagdo com o KCI® 28 Fgj calculado que quando existe uma estimulacao
muito intensa ocorre a libertagdo de 10 000 granulos cromafins, mas 10 000
granulos foi o nimero médio calculado que existe em cada célula cromafim™. A
exocitose de catecolaminas pelas células cromafins € um processo extremamente

regulado, de modo a que ndo ocorra uma libertagdo excessiva de catecolaminas®.
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A exocitose pode ser de dois tipos: constitutiva ou regulada. A exocitose constitutiva
€ um processo continuo que ocorre sem qualquer estimulo. A exocitose regulada

ocorre apos determinado estimulo externo, que leva a um aumento de [Ca?*]“".

Actualmente, considera-se que o processo de libertacdo de catecolaminas pelas
células cromafins pode ocorrer por outros processos distintos da exocitose. O
processo de exocitose consiste na fusdo da membrana do granulo cromafim com a
membrana plasmatica e ocorre a libertagdo do contetdo do granulo cromafim para
o exterior da célula, este processo também é designado por exocitose de fusio
total. Para a formagédo de novos granulos cromafins aptos para o armazenamento
de catecolaminas e outros peptideos ocorre um processo de endocitose a partir da
membrana plasmatica (Figura 1.8). Um outro processo alternativo ou complementar
de libertacdo de catecolaminas é designado por “kiss and run"™®. Este processo
difere da exocitose de fusdo total, uma vez que a membrana dos granulos
cromafins ndo se funde completamente com a membrana plasmatica, mas forma
um poro plasmatico transitério que rapidamente se fecha, sem alterar a integridade
da membrana do granulo cromafim (Figura 1.8). Ao contrario da exocitose de fusédo
total, que é um processo de “tudo ou nada”, aqui apenas uma parte do material que
esta armazenado é libertado para o meio extracelular, durante a formagao do poro
transitério, parecendo que ha uma libertagdo selectiva onde as moléculas grandes,
como as cromagraninas, ficam retidas e pequenas moléculas, como as
catecolaminas sado libertadas. Alguns autores referem-se ainda a um terceiro tipo
de libertagdo, designada por desgranulacdo em partes “piecemeal degranulation”,
(que designaremos por PMD). Aqui, os granulos ndo se fundem uns com os outros,
nem com a membrana plasmatica, mantendo a sua estrutura inicial com perda total
ou parcial dos seus constituintes. Além disso, as células que sofrem PMD
apresentam varias vesiculas localizadas quer no citoplasma, quer em contacto com
a membrana plasmatica ou com a membrana do granulo cromafim. As vesiculas
que contém o contelido dos granulos cromafins movem-se no citoplasma e fundem-
se com a membrana plasmatica. Ao mesmo tempo, ocorre a formagao paralela de
vesiculas endociticas da membrana que depois se fundem com o granulo cromafim.
Quando a formagao de vesiculas secretoras € menor que a formagao de vesiculas

endociticas, aparecem granulos bastante mais largos, com uma redugcédo do
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conteudo granular, encontrando-se na periferia do granulo (Figura 1.8). O PMD
permite uma libertagdo de catecolaminas de longa duragao e muito controlada. Este

processo foi observado em células cromafins de murganho, de rato e humanas®® *

100, 101] Desgranulagédo em partes

Célula cromafim

“kiss and run”
Exocitose de fus&o total Célula cromafim @ C

Granulo

. . Granulo Granulo /@ -
Célula cromafim @ cromafim S cromafim ‘

vesiculas 6
o \ .0 @®- ‘ ® Oi\
-
@ 4 ® O
Fus&o total ol . Formagéo gf Reciclagem [\/—f\\
3 Fndoclt_osz ¢ de poro e de grénulos 98 Formagéo de
Libertagao :;\T)asga%nslos libertagao cromafins ©" novos granulos
J Libertagdo  oromafins

cromafins

Figura 1.8 - Esquema representativo dos diferentes padroes de libertagdo de catecola-
minas das células cromafins.

Durante a exocitose de fusao total, os granulos secretores libertam todo o seu contetido vesicular para o
exterior. Na exocitose selectiva “kiss and run”, granulos cromafins, quando entram em contacto com a
membrana plasmatica, formam poros transitérios que rapidamente voltam a fechar. Na desgranulagéo
por partes (PMD) existem as vesiculas citoplasmaticas, que possuem o mesmo conteddo que o granulo
cromafim e circulam no citoplasma entre o granulo cromafim e a membrana plasmatica, com a
consequente libertacdo do seu conteudo para o meio extracelular. Desta maneira formam-se diferentes
tipos de granulos cromafins, normalmente dilatados mas com uma redugédo no conteudo intracelular.
Adaptado de Crivellato et al., 2006"%?

Nas células cromafins existe uma rede filamentosa de actina formando um
citoesqueleto que, no estado de repouso, impede os granulos cromafins de
atingirem a membrana plasmatica tornando-se assim numa barreira a exocitose.
Apenas uma pequena percentagem de granulos cromafins se localiza junto a
membrana plasmatica®. Apos um estimulo ha um aumento do [Ca®']; intracelular e
ocorre uma desorganizacdo do citoesqueleto, em especial junto as zonas de
exocitose, permitindo que os granulos secretores se movimentem e aproximem da
membrana plasmatica®. O granulo desloca-se para o local de exocitose na
membrana plasmatica: esta etapa designa-se por atracagem ou ancoragem®. Para
este passo, e de modo a a assegurar que os granulos secretores se vao fundir
apenas com as membranas alvo, existe um modelo proposto designado pelo
complexo SNAREF™ #> 4 (Figura 1.9). Existe uma ATPase, denominada de NSF
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(“N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein”; proteina de fusdo sensivel a N-
etilmalamida), e uma segunda proteina que se une a NSF e designada por a-SNAP
(“solubre NSF-attachment protein; proteina soluvel de ligagcdo a NSF). Este conjunto
une-se a um receptor especifico para as SNAP, designado por SNARE (receptor de
SNAP). Os SNARE sao constituidas por uma proteina que predomina na membrana
vesicular, v-SNARE ou sinaptobrevina, e duas que existem na membrana
plasmatica (t-SNARE), a sintaxina e a SNAP-25 ¢ 3 A sinaptogamina |, uma
proteina vesicular, € um sensor de ca”, importante para o Uultimo passo da
exocitose. Esta bloqueia o terminal carboxilico da SNAP-25 funcionando assim
como um inibidor da fusdo. O aumento de Ca®* intracelular inibe a ligagao,
favorecendo a fusdo™*® e a formacgao do poro de fusdo. A formagéo do poro inicia-se
quando NSF é hidrolizada por ATP (Figura 1.9).

Desorganizagao do
citoesqueleto Atracagem Fuséo Libertagéo
Canal de Ca?*

Citoesqueleto

Ca2+

7

. . Membrana da célula
Sintaxina — cromafim

___ Sinaptogamina
Sinaptobrevina

Granulo cromafim

Figura 1.9 - Esquema representativo do processo de exocitose na célula cromafim.

Quando ha aumento de [Ca **] nas células e ocorre desorganizagéo do citoesqueleto. Deste modo, o

granulo cromafim vai atracar-se @ membrana e, em seguida, ocorre a formagéo do poro de fusdo e a
libertagdo do contetido dos granulos para o meio extracelular. Para que ocorra a atracagem € necessario
a formagao de um complexo pelas 3 SNAREs (sinaptobrevina, sintaxina e a SNAP-25) juntamente com a
NSF e a a-SNAP. Adaptado de Burgoyne e Morgan (2003)".
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1.1.2.6.2 Mecanismos intracelulares associadas a libertagcao de catecolaminas

Os niveis intracelulares de catecolaminas mantém-se constantes pela estreita
relagdo entre a libertacdo e a sintese de catecolaminas®. Assim, as vias de
transducao de sinal associadas a receptores cuja actividade promove a libertagéo
de catecolaminas podem igualmente estar envolvidas na regulagéao da actividade da
TH.

Como ja foi referido anteriormente, a libertacdo de catecolaminas esta associada a
um aumento intracelular de Ca®* que entra pelos canais de Ca” sensiveis a
voltagem (VOCCs) do tipo L, N e P/Q, ou pela mobilizagdo de Ca®* dos
reservatérios intracelulares®™ *7 (Figura 1.10). A libertagdo de catecolaminas
associada a aumento de [Ca2+]i pelos VOCCs ja foi observada em células cromafins
quando estimuladas por exemplo, com a histamina, a angiotensina Il, a leptina, o
NPY ou 0 PACAPYS &. 104571, 458 ) Cg?* proveniente dos reservatérios intracelulares
resulta da estimulagao das células e da formacgao de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3)
e da activagéo da fosfolipase C (PLC)*™® (Figura 1.10).

0 Ca* que entra pelos VOCCs também contribui para a activagdo da TH®" >,
Alguns estudos mostraram que a fosforilagdo da TH é mais sensivel ao Ca* do que
o proprio processo de exocitose®™ ** %4 No entanto, sabe-se que, por exemplo, o
PACAP estimula a fosforilagdo da TH mas de uma forma independente de Ca®* &'
%1 sugerindo que outros mecanismos intracelulares estdo envolvidos na
fosforilagdo da TH e, portanto, na libertagdo de catecolaminas da célula cromafim
(Figura 1.10). A leptina é outro exemplo em que o aumento da sintese de
catecolaminas é dependende de Ca”, e o aumento de [Ca2+]i activa a PLC que
activa a PKC e, consequentemente, leva a fosforilagdo da TH*"*“® (Figura 1.10). A
PKC activa pode também activar a Raf que € uma cinase associada a activagao das
ERK*" “3  que fosforilam o residuo Ser’’ da TH™ (Figura 1.10). O mesmo
acontece com a histamina, que induz a fosforilagdo da TH de um modo dependente
de Ca** e da produgdo de AMPc®® %7 (Figura 1.10). Por outro lado, tal como foi
descrito anteriormente para a leptina, a histamina activa a PLC formando-se o IP; e
diacilglicerol, DAG, com a consequente activagdo da PKC (Figura 1.10). Outros
estudos referem que a activagao do receptor da histamina H; activa a via PLC/PKC

que actua directamente na PKA®* (Figura 1.10). O efeito da angiotensina na
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libertacdo de catecolaminas estd associado ao aumento da libertacdo de
catecolaminas pelas células cromafins humanas™™, mas também associado ao
aumento da sintese de catecolaminas, através da fosforilagdo do residuo Ser',
Ser®* e Ser*’ de uma forma dependente da PKC e da p38“.

Diversos trabalhos descrevem outros mecanismos de transdugdo de sinal
associados a libertagdo de catecolaminas mas independentes da activagao da TH.
A forscolina ou outros analogos de AMPc, e activadores da adenilciclase, levam a
um aumento da libertagdo de catecolaminas (Figura 1.10). No entanto, outros
estudos demonstraram um efeito inibitério do AMPc na libertacdo de
catecolaminas®" . Estas diferengas dos efeitos da via AMPc/PKA podem ser
explicados pela diferengca de concentragdes de forscolina utilizada nos diferentes
trabalhos experimentais de outros autores'®"”. Ja foi demonstrado o papel de
diferentes PKCs na exocitose de catecolaminas, independentemente da sua acgéo
na TH'™ %448 \/3rios mecanismos explicam o aumento de catecolaminas acoplado
a activagdo da PKC, nomeadamente a regulacdo de entrada de Ca®" pelos
VOCCs*", aumentando a disponibilidade de Ca*" para o processo da exocitose
(Figura 1.10).

Recentemente foi ainda sugerido que o NO, actuando na cascata de sinalizagdo de
proteinas cinase dependentes de GMPc (PKG), pode levar a alteragbes no
processo de exocitose®™ . O NO actua na GC e leva a produgdo de GMPc, que
pode alterar a matriz granular e, consequentemente, a afinidade para as
catecolaminas, bem como contribuir para a formagédo do poro de fusdo®? (Figura
1.10). Por outro lado, esta também descrito que o NO pode regular a libertacdo de
catecolaminas®® *4. O efeito de GMPc ¢ bifasico: baixas concentragbes levam ao
aumento da libertagdo de catecolaminas, enquanto que concentragdes muito altas

induzem a inibicao de libertagcdo de catecolaminas®?.
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Ligando(s) .

Receptor(es)

ica)

vy

Dominio regulador [Dominio catalitico

1 )
Hidroxilase da Tirosina

Exocitose 1

Figura 1.10 - Esquema representativo dos mecanismos intracelulares associados a
libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins.

Dependendo do tipo de estimulo, os diferentes ligandos ligam-se aos respectivos receptores activando
varias vias de transdugdo de sinal associadas a exocitose e/ou a activagcdo da hidroxilase da tirosina
(TH). A) Vias de sinalizagao intracelular que regulam a actividade da TH, fosforilando diferentes residuos
que se encontram no dominio regulador. O aumento do [Ca®*]; ocorre devido & abertura dos canais de
Ca® (VOCC's) da membrana plasmatica, ou através da mobilizacdo de Ca®* dos reservatérios
intracelulares. Este Ultimo processo deve-se a accdo do PIP; formado aquando da activagdo da
fosfolipase C (PLC). Além de PIP;, forma-se também o diacilglicerol (DAG) que activa a PKC que pode
fosforilar directamente a TH, ou actuar ao nivel da MAPK e induzir também a fosforilagdo da TH. Por
outro lado, o AMPc formado pela adenilciclase (AD) activa a PKA que fosforila a TH, aumentando a sua
actividade. B) Vias de sinalizag&o intracelulares que regulam o processo de exocitose. Para além das
vias dependentes de Ca®, existem as via da PKC e da PKA, a produgdo de monoxido de azoto (NO)
com a consequente activagdo da guanidil ciclase (GC) e das cinases dependentes de GMPc (PKG).
Todas estas vias regulam a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins.
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1.2 Neuropeptideo Y (NPY)

1.2.1 Estrutura, localizagao e sintese do NPY

O neuropeptideo Y (NPY) é um peptideo constituido por 36 aminoacidos, e foi
isolado pela primeira vez do cérebro de porco e sequenciado por Tatemoto et al.
(1982)* (Figura 1.11).

O NPY pertence a uma familia de peptideos, a familia do NPY, que inclui o
peptideo YY (PYY) e o polipeptideo pancreatico (PP)*' 9,

Figura 1.11 Esquema da estrutura do Neuropeptideo Y (NPY).

O NPY é um peptideo com 36 aminoacidos que possui um terminal carboxilico com um residuo tirosina
(na posigéo 36) e outros 4 residuos na posigcéo 1, 20, 21 e 27. A abreviatura do residuo de tirosina é a
letra “Y”, dando o nome ao neuropeptideo™'?,

O NPY é considerado um dos neuropeptideos mais abundantes nos mamiferos
estando presente em elevadas concentragdes no sistema nervoso central e
periférico. A Tabela 1.2 mostra a distribuicdo do NPY no organismo, presente quer
nos tecidos dos varios 6rgéos, quer presente nas fibras nervosas que inervam os

varios 6rgaos.
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Tabela 1.2 Distribuicdo do NPY

Distribuicao Referencias Bibliografica

Sistema nervoso central, como por exemplo: hipotalamo, cortex,

hipocampo, mesencéfalo, metencéfalo, medula espinal 165,79, 80]

ver revisgo

Hipdfise [184, 228]
126, 240]

Glandulas sebaceas

Glandulas lacrimais [19]

Globo ocular: células da retina, cérnea, iris, ganglios ciliares (13, 354, 360, 431)

Mucosa nasal [244, 514]
Baco [225]
Pancreas 3, 378]
Coragéo 4, 356]
Células endoteliais [221, 222, 429]
Placenta [119, 173]
Codlon, neurénios entéricos, esfincter pilérico [18, 95, 279, 391]
Figado [144]
Sistema reproductor feminino e masculino 1229, 230, 455]
[381, 511]

Sistema urinario

Lingua, glandulas salivares e polpa dentaria [78, 136,137, 515]

Glandula supra-renal [76. 288, 449, 487)

Células de Langerhans [263]

Timo [249)

Como todos os polipeptideos e proteinas, o NPY é produzido por clivagem de um
peptideo precursor que foi, por sua vez, sintetizado pelos ribossomas e

transportado para o limen do reticulo endoplasmatico, e deste para o complexo de
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Golgi. O precursor do NPY ¢ o propeptideo de 97 aminoacidos designado por pre-
proNPY®, Nos granulos secretores ocorre a clivagem deste precursor (Figura
1.12). A remocgdo da sequéncia de 28 aminoacidos resulta no peptideo de 69
aminoacidos designado por pro-NPY. Este consiste no NPY;33 em que o grupo
carboxilico terminal, Gly*’—Lys-Arg®®, estd flanqueado por um grupo de 33
aminoacidos (o CPON, “C Flanking Peptide of NPY” o peptideo que continua ou
ladeia o NPY no grupo carboxilico). Este peptideo €, em seguida, sujeito a acgdo da
enzima carboxipeptidase B (CPE) resultando o NPY,3; que, por sua vez, é o
substrato da enzima de amidagdo (PAM; peptil-glicina-amino-monoxigenase),
resultando o NPY,;3; amidado que ¢é biologicamente activo®". Ao NPY 436,

designaremos simplesmente por NPY.

1 40 69
Pro-NPY | NPY [ cron

1 Enzima de converséo

1 39
NPY 15 | NPY |

l Carboxipeptidase B

1 37
NPY o | NPY |
l PAM
1 36
NPY g | NPY I conm,

Figura 1.12 - Esquema da sintese de NPY a partir do precursor pro-NPY.

O pro-peptideo € constituido pelo NPY .35 € pelo peptideo CPON. O NPY,.7, resultante da acgédo da
enzima de conversdo e da enzima carboxipeptidase B, é o substrato da enzima de amidagao, PAM, que
o converte no peptideo biologicamente activo, o NPY1350u NPY.

1.2.2. Metabolizagdao do NPY

Entre as peptidases que apresentam alta afinidade para o NPY, a principal parece
ser a dipeptidil-peptidase IV (DPP-IV; EC 3.4.14.5). Esta exopeptidase da familia
das propil-oligopeptidases € uma protease ligada a membrana plasmatica que cliva
uma ligagao peptidica, quando no peptideo alvo existe o aminoacido prolina na
penultima posi¢ao. Assim, actuando no NPY, a DPP-IV cliva a ligagdo Ser-Pro do
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terminal amina dando origem ao NPY;3s. Este peptideo perde a afinidade para o
receptor Y, e torna-se agonista para os receptores Y, e/ou Ys*'**" ¥4, Para além da
DPP-IV existem outras aminopeptidases que estao descritas como sendo capazes
de clivar o NPY. A dipeptidil-peptidase 8 (DPP8) esta localizada no citoplasma
como uma proteina soluvel e, aparentemente, ndo é libertada para o meio
extracelular, e tal como a DPP-1V, cliva uma ligagédo peptidica no aminoacido Pro?,
no entanto com menor eficiéncia que a DPP-IV. A dipeptidil-peptidase 9 (DPP9) é
uma enzima citosélica e tal como a DPP-IV e a DPP8 tem a capacidade de clivar o
NPY na ligacédo peptidica com um aminoacido prolina®.

A aminopeptidase P (AP-P; EC 3.4.11.9) é outra peptidase que hidrolisa o NPY. A
AP-P tem duas isoformas, sendo a AP-P1 soluvel no citosol, enquanto que a AP-P2
esta ancorada a membrana plasmatica. Ambas hidrolisam a ligagao peptidica entre
O primeiro e o segundo aminoacido no terminal amina do peptideo, sendo o
segundo aminoacido a prolina*® “? resultando em NPY,.35. Os peptideos NPY; 35 €
NPY,.3 podem ainda ser degradados pela endopeptidase neutra-24-11, sendo os
principais locais de clivagem a Tir®-Tir*' e Leu**-lle®’ dando origem aos peptideos

biologicamente inactivos NPY.50& NPY 336" " %19,

1.2.3 Receptores do NPY

Os receptores do NPY tém 7 dominios transmembranares e estao acoplados as
proteinas G"® “%  Até ao momento, considera-se que existem seis tipos de
receptores mas apenas 5 deles foram clonados (Y4, Y2, Y4, Y5 € yg). O receptor Y3
ainda nao foi clonado®. O perfil de ligagdo dos diferentes ligandos para cada tipo

de receptor esta esquematizado na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3 Perfil de poténcia de ligagdo do NPY e seus analagos aos diferentes

receptores do NPY

Receptor do NPY Perfil
v, NPY=PYY=[Leu™ Pro”INPY>NPY; 5s>NPYs 5s2PP>NPY 1535
. NPY2NPY;.56=NPYa.5=NPY 13.56>>[Leu®' Pro*|NPY
Y, NPY>NPY 15.36>PYY
Y, PP>PYY2NPY>NPY ;.36
Ys NPY=PYY=NPY.;5>hPP>[D-Trp”JNPY>NPY 13.35>rPP
1) NPY=PYY=[Leu® ,Pro*JNPY>>PP
6 (5) 2)  PP>[Leu Pro”INPY>NPY=PYY

(8) Dois laboratérios diferentes clonaram o receptor y6 de murganho, mas os perfis de ligagdo dos
varios ligandos ¢ bastante diferente um do outro. 1) de acordo com “*® e o 2) de acordo com """,
Tabela adaptada de Berglund et al., 2003 ¥,

Os receptores Y;, Y2 e Ys tém apenas 30% de homologia®“. Varios subtipos do
receptor Y, foram encontrados nos peixes, mas ndo em mamiferos. Recentemente
foi descoberto um receptor semelhante ao Y, e foi designado por Y;*® O receptor
Y, existe em anfibios, tubardes e em peixes 6sseos. Aparentemente, este receptor

desapareceu evolutivamente na linhagem dos mamiferos® #.

O receptor NPY Y,

O receptor Y, para ser activado necessita que o terminal amina do NPY esteja
intacto. Assim, o receptor Y; € activado pelo NPY, NPY,35 NPY335 NPYi336 €
NPY 535 ndo permitindo, no entanto, que a activagédo seja feita com um peptideo
com substituicdes no terminal carboxilico!®* %,

A activagao do receptor Y, provoca vasoconstricao *® e proliferacdo das células
do musculo liso®?. A sua activagdo esta associada a diminuicdo da ansiedade e
depressao®® “® ao aumento de apetite®™ ** >, bem como ao consumo de alcool®*
“7 e, ainda, na proliferagdo tumoral®* 24 3%,

As vias de transducdo de sinal intracelulares associadas ao receptor Y, seréo

apresentadas mais a frente (secg¢édo 1.2.3.1).
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O receptor Y,

Ao contrario do que acontece, com o receptor Y4, o receptor Y, ndo é internalizado
depois de uma prolongada exposigdo ao agonista®® ***. Funcionalmente, o receptor
Y, é principalmente, angiogénicol’® '35 % 4% 2" o diferentes polimorfismos no

receptor Y, estdo associados a obesidade®" **" 4%,

O receptor Y;

Enquanto o receptor Y; e Y, tém a mesma afinidade para o NPY e os seus
fragmentos, bem como para o PYY, o receptor Y; ndo é capaz de reconhecer o
PYY, e é caracterizado farmacologicamente como sendo o que tem maior afinidade
para o NPYP", O facto de ainda ndo estar clonado implica que este receptor esteja
pouco caracterizado, e é apenas baseado em estudos farmacoldgicos. Fizeram-se
estudos de ligagdo com quimeras de peptideos NPY-PYY, onde o terminal amina
do NPY foi ligado ao terminal carboxilico do PYY, revelando que quando os
residuos Pro' e Ala' do NPY eram substituidos pela Ser'® e Pro™, a Pro'* cria uma
conformacao estrutural no PYY que torna impossivel a ligagdo com o receptor Y;"*".
A presenca do receptor Y; foi demonstrada farmacologicamente nos tecidos
periféricos como o ganglio cervical de rato", célon de rato'®, na medula supra-
renal bovinal* *9 e nas células cromafins humanas. Funcionalmente, o receptor
Y3, estd também associado a hipotensao, bradicardia e inibicdo dos efeitos do
glutamato® e ainda como receptor responsavel pelo efeito estimulador do NPY na

libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas™.

O receptor Y,

O receptor Y, tem uma maior afinidade para o peptideo pancreatico, PP, do que
para o NPY. A farmacologia e a distribuicdo do receptor Y, é bastante variavel de
espécie para espécie® *7 No Homem, o RNAm do receptor Y, foi encontrado na
préstata, no coélon, pancreas, no intestino delgado, nas células do musculo liso e em
determinadas regides do cérebro como € o caso do hipotalamo®* *-* O receptor Y,
esta envolvido na secregéo gastrica™® e induz um aumento de apetite®. O receptor

Y, ainda esta ainda envolvido na regulagdo da reprodugao® *°,
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O receptor Y5

O receptor Y5 tem uma regido do promotor comum ao Y4, A fungéo do receptor
Y5 esta relacionada com a estimulagdo de apetite e com o aumento da adipolise®™

214.218. 2671 ng excitabilidade cerebral® *7%"-5% e com a angiogénese®®® %2,

O receptor y;

O receptor yg apesar de ja ter sido clonado, ainda nao foi encontrada qualquer
fungao fisioldgica. O receptor y6 ja foi detectado no coragdo, musculo esquelético,

hipotalamo e tracto gastrointestinal®**.

1.2.3.1. Vias de transducéo de sinal acopladas ao receptor Y,

adenilciclase™ (Figura 1.13). Selbie et al., (1995) refere que o receptor Y, activa a
PKC através da activagdo da PLA*"® (Figura 1.13). Outros estudos indicam que o
receptor Y, esta acoplado a via das MAPK® através da fosforilagdo dos residuos
de Tre-Ser, um efeito que é dependente da via da PI-3-K"® % %% oy da activagdo da
PKCE (Figura 1.13). A activagdo das MAPK parece estar também associada a
proteinas G, constituindo portanto, o0 mesmo mecanismo da inibicdo da
adenilciclase e da mobilizagdo do Ca” dos reservatorios intracelulares (Figura
1.13). No entanto, segundo Kribben et al.,, (1997) e van Biesen et al., (1996) a
activacao das MAPK associadas as proteinas G nao envolve a diminuicdo do AMPc
através da inibicdo da adenilciclase, nem como efeito secundario do aumento do
[Ca2+][251"‘75] (Figura 1.13). E possivel que esta activagédo das MAPK esteja associada
as subunidades By das proteinas G (Figura 1.13). O receptor Y; activa as ERK
1/2 e, apenas em parte a p38, induzindo a proliferagdo celular das células de
Muller®, Qutros estudos indicam que a fosfolipase A,, C e D e a PKC néo sdo as
principais vias de transducdo de sinal acopladas a activagdo dos receptores Y, em
determinados tipos de células, como por exemplo, nas células HEL"® ", Apesar da

fosfolipase C (PLC) e do receptor Y, ndo estarem acoplados nas células HEL e
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CHO, noutros modelos foi possivel observar que a PLC é uma das vias acopladas
ao receptor Y,*¥ (Figura 1.13).

O receptor Y, rapidamente dessensibiliza em resposta a varios activadores da PKC
ou de tirosina-cinase™® *%. Além disso, a estimulacdo do receptor Y, induz a
fosforilagdo de CREB, contribuido deste modo para a expressao dos genes que
contém os locais de ligagdo para CREB, CRE, o que inclui o gene do receptor Y;.
Este processo ocorre através da mobilizagdo de Ca®* e activagido de CaMKs!“?" 2
(Figura 1.13).

N g
T @
AMPc + /

Bl
cl—
intracelulares

e
. |
Fosforilagéo de CaMKII
Akt
!
Fosforilagdo de CREB
!
Activagdo de CRE
'

‘ Activagao vs inibi¢do da trancripgao de genes alvo ‘

Figura 1.13 - Esquema representativo das vias de sinalizagdo acopladas ao receptor
NPY Y4,

Os receptores Y, NPY Y,, estdo acoplados as proteinas G (G). A activagao do receptores Y, inibe a
adenilciclase (AD) com a consequente diminuigdo de AMPc e activagéo da PKA. Esta, por sua vez, induz
a fosforilagdo das proteinas com afinidade para o elemento de resposta ao AMPc (CREB) que, ao
ligarem-se aos locais de reconhecimento dos elementos de resposta ao AMPc (CRE), permitem a
activagéo ou inibigcdo da transcrigdo de determinados genes alvo, que possuem nos seus promotores as
sequéncias CRE. O NPY activa os canais de Ca”* sensiveis a voltagem (VOCCs), aumentando [Ca®']. A
fosforilagido da proteina cinase do tipo Il dependente de Ca® e calmodulina (CaMKIl) activa CRE.
Quando ocorre a activagéo da fosfolipase C (PLC) ha a formagdo de 1,4,5-trifosfato inositol (PIP3) e
diacilglicerol (DAG). O PIP; induz a mobilizagio de Ca®* e, consequentemente, a fosforilagao de CaMKI;
o DAG activa a PKC, que pode contribuir para ao aumento do [Ca]; ou activar as MAPK. A PKC pode
ser activada pela fosfolipase A, e as MAPK directamente, pela activagdo dos receptores Y4. Quando a
via das MAPK ¢é activada, a fosforilagdo da proteina Akt induz a activagdo de outros factores de
transcrigéo responsaveis pela activagao ou inibicao da transcricdo de genes alvo.
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1.2.4 O NPY na glandula supra-renal

1.2.4.1 Localizagdo do NPY e seus receptores na glandula supra-renal
NPY

Diversos trabalhos demonstram que o NPY esta presente na glandula supra-renal
de diversas espécies de mamiferos tais como no rato, murganho, céo, boi, cobaia,
Cava|0, gato, bOI, porco e, alnda no homem[54, 111, 150, 186, 208, 260, 287, 295, 357, 369, 438, 479]. A
quantidade de NPY-ir na glandula supra-renal € muito variavel entre espécies,
sendo muito elevada nos gatos (250-500 pmoles/g), moderada em bovinos (60-100
pmoles/g) e baixa em humanos e ratos (5-20 pmoles/g). Na glandula supra-renal, o
NPY esta localizado em maior quantidade na medula, em especial nas células
cromafins, estando ainda presente nas fibras nervosas >,

Os estudos de localizacdo do NPY nas células cromafins adrenérgicas ou nas
noradrenérgicas s&o controversos. Estudos demonstram que na medula da
glandula supra-renal de rato, murganho, cobaio e gato o NPY-ir esta localizado nas
células cromafins positivas para PNMT, isto é nas células adrenérgicas®® .
Contrariamente, outros estudos demonstraram que nas células cromafins da
glandula supra-renal de gato, cobaio, cdo, cavalo e boi, o NPY esta localizado nas
células noradrenérgicas!® #* % 4 No rato, foi ainda encontrado NPY-ir nos dois
tipos de células cromafins“®. Na glandula supra-renal humana, Lundberg et al.
(1986) mostraram que cerca de 90 % do NPY-ir estava localizado nas células
adrenérgicas, havendo ainda outras células que contém NPY-ir e que ndo séo
adrenérgicas®.

Receptores de NPY

Diversos trabalhos demonstram a presenga de receptores de NPY na supra-renal.
O RNAm para o receptor Y; foi detectado em células cromafins de boi®", e os
receptores Y4, Y,, Y4 € Y5 nas de células cromafins humanas e de rato em cultura™
%9 Nos estudos com células cromafins bovinas ou com células cromafins humanas
nao foram detectados locais de ligacdo para ['?IJPYY“® 5% sugerindo a presenca

dos receptores Y; funcionais em células cromafins de boi e humanas™ *?.
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1.2.4.2 Efeitos do NPY na medula supra-renal

Os efeitos do NPY na medula da glandula na libertacdo de catecolaminas s&o
dependentes da espécie animal em estudo e até do protocolo utlizado.

Nas células cromafins bovinas em cultura e nas células PC12 o NPY inibe a
libertagdo de AD e NA estimulada pela nicotina™'® %> %733 Nas células cromafins de
rato, um anticorpo anti-NPY aumenta a libertacdo de catecolaminas estimuladas
pela nicotina®®¥. No entanto, na glandula supra-renal bovina perfundida e na zona
glomerular/capsular da glandula de rato, o NPY tem o efeito contrario, isto é,
aumenta a libertagdo de catecolaminas®® *". Para além do seu papel na libertagédo
de catecolaminas, o NPY modula a sintese de catecolaminas nas células cromafins.
Assim, nas células cromafins bovinas em cultura, o NPY diminui a actividade da
TH®"®. No entanto, em estudos com ratos, o NPY tem um efeito oposto, isto €&, a
administragdo de NPY ou de [Leu®', Pro*JNPY ou PYY induz um aumento dos
niveis de RNAm da TH na medula da glandula supra-renal®?.

Nas células cromafins humanas, o NPY aumenta a libertagdo de catecolaminas de
uma forma dependente da concentragdo™. O envolvimento do receptor Y; nesse
efeito foi demonstrado em experiéncias de libertagdo em sistema de placas, nas
quais se usaram varios peptideos analagos do NPY. Verificou-se que o hPP, o
NPY, 336 € 0 NPY33 aumentavam a libertacdo de catecolaminas humanas mas o
PYY ndo aumentava libertagdo de catecolaminas nas células cromafins humanas.
Por outro lado, os antagonistas dos receptores de NPY, BIBP 3226 (antagonista do
receptor Y), T4 [NPY-(33-36)], (antagonista do receptor Y;), ou o antagonista do
receptor Y5 ndo alteraram a libertagdo de catecolaminas. Estes resultados sugerem
que o NPY estimula a libertagdo de catecolaminas através da activagao do receptor
Y5™. A imunoneutralizagdo do NPY com um anticorpo anti-NPY (NPY 05) diminuiu
a libertagdo basal de catecolaminas das células cromafins humanas, o que indica
que o NPY que ¢é constitutivamente libertado estimula a libertagcédo de
catecolaminas”™.

Nas células cromafins de murganho, o NPY aumenta a libertagdo de
catecolaminas™. Esse aumento também ocorre com o PYY e com o agonista dos
receptores Y4/Ys ([Leu®' Pro**] NPY, 100nM). O NPY néo alterou a libertagdo de
catecolaminas de culturas de células cromafins de murganhos deficientes no
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receptor Y, Y, -/-, 0 que sugere fortemente o envolvimento do receptor Y, no efeito
estimulador do NPY na libertacdo de catecolaminas das células cromafins de
animais Y4+/+™. Comparando o conteddo de catecolaminas das glandulas Y+/+ e
Y:-/-, as glandulas dos animais Y4-/- contém uma maior quantidade de
catecolaminas. Este facto poderia ser explicado por uma maior acumulagio
intracelular de catecolaminas devido a auséncia de estimulacdo pelo NPY nas
células que ndo possuem o receptor Y,. No entanto, as células cromafins dos
animais Y4/~ apresentam maior libertagdo basal de catecolaminas
comparativamente com as células controlo (Y+/+)™. As células cromafins Y;-/-
estimuladas com nicotina libertavam menos catecolaminas comparativamente com
as células dos animais Y, +/+, 0 que poderia sugerir uma deficiéncia nas vesiculas
secretoras. Por outro lado, a expresséo e a actividade da TH esta aumentada nas
glandulas supra renais de animais Y,-/- comparativamente com as glandulas dos
animais controlo, mas a afinidade da enzima para as catecolaminas ndo se
apresentava alterada nos dois grupos de animais. Estes resultados sugerem a

existéncia de uma alteragdo molecular entre o receptor Y, e o promotor da TH™.,
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1.3 Interleucina-1 (IL-1B)

1.3.1 A familia da interleucina-1

A interleucina 1 é uma familia de proteinas (a interleucina-1a (IL-1a) e a
interleucina-1B8 (IL-1B)), que exercem fung¢des idénticas actuando no mesmo
receptor, o receptor do tipo | (IL-1RI). Este receptor necessita de uma proteina
acessoria (IL-1RAcP) para a sua activagdo. O antagonista do receptor da IL-1 (IL-
1ra) é o terceiro membro da familia, e que funciona como um antagonista selectivo
e competitivo e que bloqueia a acg¢do da IL-1%*%. Em conclusdo, a familia de IL-1
consiste assim em 2 agonistas, IL-1a e IL-1B e um antagonista especifico do
receptor (IL-1ra), e dois tipos de receptores, IL-1RI e o receptor da IL do tipo II, IL-
1R[] 1],

1.3.1.1 Interleucina-18

1.3.1.1.1 Sintese, processamento e libertagao

Apesar da maioria dos precursores de IL-1B existirem no citoplasma, uma fracgao
move-se para os lisossomas secretores!™. Nos lisossomas, além de precursores da
IL-1B existe a pro-caspase1™. Para o processamento continuar € necessario que a
pro-caspase inactiva seja convertida em caspase-1 activa, através de um complexo
proteico designado por inflamassoma de enzima convertora de IL-1B (“IL-1B
inflamassome)“’®. Esta caspase-1 é também designada por enzima conversora de
IL-1B na sua forma activa (ICE). Quando a IL-18 é transformada na sua forma
madura esta pronta a ser libertada (Figura 1.14).

A libertacdo de IL-1 ndo ocorre segundo os mecanismos pré-estabelecidos, uma
vez que tanto a IL-1a como a IL-1B ndo possuem a sequéncia de sinalizagao
classicamente definida"® """, Para que ocorra a libertagdo da IL-1B tem de ocorrer

uma gradiente de protdes resultante da produgdo de ATP e do efluxo de potassio
gue leva a activagdo da caspase-1"* “*, Como consequéncia, ha um influxo de

Ca® que por sua vez activa as fosfolipases dependentes de calcio, como a PLC!™,

ou as independentes de Ca®, como a PLA,® ¥ (Figura 1.14).
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Figura 1.14 - Esquema representativo do processamento e libertagao de IL-18.

A) a IL-1 é sintetizada na forma de precursor. Nos lisossomas secretores, além do precurssor da IL-1f,
existe a procaspase | inactiva. Um complexo proteico, designado por inflamassoma de pro-caspase |, B)
torna a enzima numa sua forma activa, a caspase | (ICE). C) A ICE transforma o precursor de IL-1B na
sua forma activa, e a IL-18 é libertada dos lisossomas para o exterior celular.

1.3.1.2 Receptores da Interleucina-1

O receptor IL-1R1 é uma proteina de 80 KDa com 3 dominios extracelulares com
319 aminoacidos: uma regidao transmembranar de 20 e um dominio citoplasmatico
de 215 aminoacidos. O receptor O IL-1RIl é uma proteina de 60 KDa, com 3
dominios extracelulares de 330 aminoacidos, um transmembranar de 26
aminoacidos enquanto que o dominio intracelular apenas tem 29 aminoacidos®™”. O
IL-1RII como n&o tem o dominio citoplasmatico, ndo ocorre sinalizagao intracelular.
A iniciagao do sinal pela activagao do IL-1RI sé ocorre na presenga de uma proteina
acessoria, a IL-1RAcP"™. Actualmente existem dois modelos que explicam a
interacgao das proteinas: IL-1B3, IL-1RI e IL-1RacP. O primeiro refere que o IL-1Rl e
o IL-1RacP ja se encontram ligados mas, aquando da ligagao da IL-1 ocorre uma
mudanga estrutural e inicia-se a cascata de sinalizagdo. A teoria mais aceite
descreve que para ocorrer a ligagao de IL-1RAcP, a IL-1RI é dependente da ligagao

da IL-1B que provoca uma modificagdo estrutural no receptor e, assim, a proteina
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acessoria ja pode interagir®®. Estas mudangas estruturais permitem que a IL-
1RACP se ligue ao receptor e sem este complexo IL-1RAcp/IL-1R1/ IL-1B a

sinalizacao n&o ocorre (Figura 1.15).

, 'I Membrana plasmatica

Citosol

IL-1RAcp IL-1RII

Vias sinalizagdo Vias de sinalizagdo ndo Vias de sinalizagdo ndo
activadas-> efeito activadas > sem efeito activadas > sem efeito

Figura 1.15 — A activagap dos receptores de IL-1.

A) A ligacéo da IL-1B com o IL-1RI permite a associagao de IL-1RAcp, e a consequente activagao das
vias de sinalizagdo. B) A activacdo dos receptores de IL-1B € inibida na presenga de IL-1ra. C) O
receptor IL-1RII é um receptor ndo funcional, impedindo a transdugao de sinal.

1.3.1.3 Antagonista do receptor da Interleucina-1$ (IL-1ra)

O antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) ocorre na forma soltvel (slL-1ra) pronto a
ser libertado ou pode ser citoplasmatico (iclL-1ra). O sIL-1ra é sintetizado como
uma proteina de 177 aminoacidos e necessita da clivagem da sequéncia sinal de 25
aminoacidos para ser libertado como uma proteina glicolisada constituida por 152
aminoacidos. O iclL-1ra ndo tem uma sequéncia sinal e assim fica retida no
citoplasma® . Outras formas que ndo sdo libertadas apenas foram descritas nos
humanos®” *%. A IL-1ra € uma variante estrutural de IL-1, que se liga igualmente a
IL-1R, mas que n&o activa as células. A IL-1ra tem uma homologia de 18 % com a
IL-1a e 22 % com a IL-13%> ",
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1.3.1.4 Vias de transdugio de sinal acopladas aos receptores da IL-18

A via de sinalizagdo intracelular acoplada aos receptores da IL-18 que melhor
caracterizada esta é a via que leva a fosforilagdo do factor de transcricdo NF-kB® ™
1 A fosforilacdo do NF-kB ocorre quando a IkB, uma proteina inibitéria, é
fosforilada e degradada. As cinases responsaveis pela fosforilagdo de IkB sdo as
cinases de IkB (IKK) 1 e 20% %51 Ag cinases que estdo acima de IKK sdo as NIK,
e por sua vez as IRAK e as TRAF6 estédo acima destas™ (Figura 1.16).

Outras vias estdo associadas a IL-1B3, que inclui as MAPK cinases, as p38, as
JNKP* | a via da PI3K/Akt®"¥9 PKCP®" 2% cAMP/PKA!'> %" (Figura 1.16).

1| Membrana
|| plasmatica

Citosol

Factores
transcripgéo

.............
A R AR R T
- . .
....................
Membrana nucleo Facto_res_
nuclear transcripgao

e I

Figura 1.16 - Vias de sinalizagao intracelulares acopladas a activagao do IL-1RI.

A) A activagdo do factor de transcripcao NF-kB através de fosforilagbes sucessivas. A cinase
responsavel pela fosforilagdo da NF-kB € a IkBa. As cinases que estdo acima de IKK sédo as NIK IRAK e
as TRAF6. B) As MAPK (ERK1/2, p38 e JNK), PKC, PI-3-K e PKA sao cinases capazes de fosforilar e
consequentemente activar outros factores de transcricdo responsaveis pela activagdo ou inibigdo da
transcrigdo de genes alvo.
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1.3.2 A Interleucina-1B na glandula supra-renal

A presenca de IL-1B ja foi descrito em células cromafins de murganho™", em
células cromafins bovinas™'" *”, em células de feocromocitoma humano'™ e nas
células PC12"". A injecgdo de lipossacarideo bacteriano, LPS, na medula da supra-
renal de ratos e de murganhos aumentou a imunorreactividade para IL-13 (IL-1p-
ir)®. Por outro lado, a estimulagdo com nicotina leva a uma diminuigdo dos niveis
de IL-1B nas células cromafins bovinas, o que indica que a estimulagdo colinérgica
influencia a libertacdo de IL-1B*™. E foi ainda observado que quando as células
cromafins de murganho ou de rato sdo incubadas com reserpina que leva a
deplecéo dos granulos cromafins, ocorre uma diminui¢do da IL-1B3-ir, 0 que sugere

que a IL-1 esta co-localizada com as catecolaminas nos granulos cromafins“'.

Por outro lado, esta descrito que a IL-1B induz a libertacdo de catecolaminas das
células PC-12" 57 g de células cromafins bovinas®™”, e que este efeito é mediado
pelos receptores da IL-1%". Além disso, a IL-1B induziu um aumento dos niveis de
RNAmM e proteicos de varios peptideos, nomeadamente de secretogranina Il, VIP,

galanina®*?, neurotensina e SP"*.

1.3.3 A Interleucina-1f3 e patologias

A produgdo de IL-18 em individuos normais & bastante baixa e, deste modo,
dificilmente detectado no plasma (ver revisdo ""®). No entanto, em diversas
patologias ocorre um aumento da concentragéo plasmatica de IL-1B. A injec¢ado de
apenas alguns ng/kg de IL-1B induz toda uma série de acc¢bes tipicamente
associada a inflamagdo (ver revisdo ). A IL-1B aumenta a expressdo de
moléculas de adesdo nas células endoteliais e em leucécitos?. A combinagdo de
libertacdo de quimiocinas e a indugcdo de moléculas de adesdo estimula a
extravasao de leucécitos e a infiltragao nos tecidos. Para que ocorra efeito, apenas
uma pequena porgdo dos receptores de IL-1 precisam de estar ocupados'™ e,
portanto, a razao entre a disponibilidade de IL-1B/IL-1ra é que determina a extensao
da resposta, em vez de ser a quantidade de IL-B por si sé. Esta razdo entre IL-
1B/IL-1ra é um processo determinante para determinar uma doenca inflamatéria®®®.
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Diversos estudos demonstraram que as doengas cardiovasculares sdo mais
prevalentes em doentes com stresse psicossocial cronico. Por exemplo, as pessoas
com altos cargos, individuos socialmente isolados ou com sintomas de ansiedade e
depressao tém maior probabilidade de desenvolver doengas cardiovasculares®". O
stresse psicossocial activa o sistema nervoso simpatico, que permite a regulagao do
ritmo cardiado e a libertagdo de catecolaminas®® " “" Deste modo altos niveis
plasmaticos de catecolaminas contribuem para disfungdes endoteliais e para o
aparecimento de lesdes ao nivel da artéria coronaria. A aterosclerose e as
alteragdes do sistema imunitario podem resultar como uma consequéncia do
stresse psicossocial®" 7, Esta igualmente comprovado, que numa situagao de
stresse psicossocial ha uma activacdo de factor de transcricio NF-kB em células
sanguineas periféricas mononucleares”* *® que, por sua vez, induz a expressao de
varias proteinas inflamatérias, como é o caso da IL-1B*®. E deste modo, a IL-13 tem
sido referenciada como um importante factor na interacgdo entre o sistema

imunitario e o sistema cardiovascular.

A hipertensao, e consequentemente a aterosclerose, sao doencgas inflamatdrias de
baixo grau®® *¥, Também em situa¢des de hipertensao ha uma activagao do factor
de transcricdo NFkB que, consequentemente, induz a transcricdo de genes ligados
a inflamagao®". Foi ainda observado que individuos hipertensos tém uma maior
produgdo de IL-1B comparativamente com individuos normais" > 5", Existem
alguns estudos que estabelecem uma relagdo entre variagbes genéticas e
alteragdes na expressao e libertagdo de IL-1B e de IL-1ra. Polimorfismos no gene
da IL-1ra, como a variante poliférmica IL-1RN*2 estdo associados a doencgas
cardiovasculares' *7, possivelmente devido a um aumento da produgdo de IL-
18", A relacdo entre o stresse e as doengas cardiovasculares e aumento de IL-13
é ainda reforgada pelo facto de, nestas situagdes, ocorrer um aumento de
catecolaminas no plasma que, por sua vez, levam ao aumento da producio de
citocinas pelas células do sistema imunitario. Os macréfagos, principais produtores
de citocinas proé-inflamatérias, possuem receptores adrenérgicos B, que, quando
activados, levam a producdo de IL-1R“*. Para além de patologias do sistema
cardiovascular, foi ainda descrito o aumento da IL-1f3 plasmatica em atletas durante

exercicio fisico e no periodo 3h apés o fim desse exercicio®. Uma elevada

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

48



___Introducgao geral

concentracdo de IL-1B plasmatica também foi observada em individuos com
tumores solidos, leucemias, hepatite, asma, choque séptico ou artrite reumatoéide
(ver revisdo ). Assim, existe uma interacgdo entre o sistema imunitario e a

glandula supra-renal, produtora de catecolaminas.
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1.4 Monéxido de azoto (NO)

O mondxido de azoto (NO) é um mensageiro intracelular envolvido na regulagao de
varias fungdes fisioldgicas. O NO nado é armazenado, libertado ou inactivo através
dos mecanismos convencionais. O NO ndo actua através de receptores, mas
difunde-se para dentro das células interagindo com os seus alvos intracelulares. A
distancia de difusdo do NO ¢é de cerca 40-300 um de didametro e isto implica que,
apenas as células que estado na vizinhanga das células produtoras de NO, sejam
influenciadas por ele!"®* %%,

1.4.1 Producgéo de NO pelas sintases do monéxido de azoto (NOS)

Existem trés isoformas da sintase do NO (NOS): a NOS neuronal (ou a NOS do tipo
I; NNOS ou NOS-1)*2; a NOS indutivel (NOS II, iNOS ou NOS-2)% - & a NOS
endotelial (NOS do tipo Ill, eNOS ou NOS-3)**. As formas endotelial e neuronais
sdo expressas constitutivamente, enquanto que a iINOS sé é expressa apés um
estimulo adequado. Apds a estimulagdo, por exemplo pelo LPS, a iNOS é
sintetizada “de novo”, com a consequente producdo de grandes quantidades de
NO, comparativamente com as quantidade de NO produzido pelas duas isoformas
constitutivamente expressas® #%. Na Figura 1.17 esta representada a estrutura da
NOS. De acordo com a sua contribuicdo durante a sintese de NO, o terminal
carboxilico, corresponde a fracgdo redutase, e estao incluidas a flavina adenina
mononucleotidica (FMN), flavina adenina dinucleotidica (FAD) e a calmodulinas;
enquanto que a protoporfirina IX, a tetrabiopterina (BH;) e o local de ligagdo do
substracto se encontram na fracgdo oxigenase, que corresponde ao terminal
amina™,

Dominio oxigenase Dominio redutase

CaM

Figura 1.17 - Esquema representativo da NOS.

O terminal amina corresponde ao dominio oxigenase, onde estédo localizadas a tetrabiopterina
(BH4), que é um cofactor para a sintese de catecolaminas, a calmodulina e a flavina adenina
mononucleotidica (FMN). No terminal carboxilico, existe o dominio redutase onde se encontra a
flavina adenina dinucleotidica (FAD) e o cofactor nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH).
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Para a sintese de NO, as trés isoformas dependem do substracto L-arginina, dos
cofactores/coenzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), a BH,,

FAD, O, e protoporfirin IX (protoporphyrin [X)2*.

1
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Figura 1.18 - Esquema representativo da sintese do monéxido de azoto.

Para a sintese de NO, a reacgéo catalitica ocorre em duas etapas: na primeira, a L-arginina é hidroxilada
por O, e NADPH formando a N-w-hidroxil-L-arginina; em seguida, N-w-hidroxil-L-arginina é oxidada e
forma-se a citrulina, hidrogénio e NO. Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH);
tetrabiopterina (BH,); flavina adenina dinucleotidica (FAD); oxigénio (Oy).

1.4.2 Regulagao da NOS

A activacdo da iNOS é independente de ca”, enquanto que as isoformas eNOS e
nNOS sado dependentes da elevagao dos niveis de ca® citoplasmatico para que
ocorra a sua activagao " " Nas formas constitutivas, eNOS e nNOS, os
estimulos que aumentam [Ca2+]i, permitem que o complexo Ca”/calmodulina se
ligue as NOS. Quando os niveis de Ca”" diminuem, ocorre uma dissociagdo da
calmodulina que, por sua vez, se dissocia da NOS. Portanto, as diferencas de
[Ca”]i na célula funcionam como o interruptor que permitem a activacao/inactivagao
da NOS®* 5 A iNOS, apesar de n&o ser regulada por Ca®", tem locais de ligagao
da calmodulina,

As NOS podem ainda ser reguladas por fosforilagdo. A actividade catalitica diminui
qguando ocorre a fosforilagdo por cinases dependentes de AMPc®?, PKCF* ou

cinases dependentes de Ca?*/calmodulina!™® ',
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1.4.3 Mecanismos intracelulares activados pelo NO

A enzima guanidil ciclase (GC) é descrita como sendo o principal alvo do NO com a
consequente produgao de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)?* *4, O GMPc
é sintetizado a partir duma familia de enzimas, a ja referida GC, que tém uma
sequéncia de aminoacidos idéntica a regido catalitica da adenilciclase®**?. Existem
duas isoformas da GC, uma GC associada a membrana plasmatica e outra GC
citoplasmatica. Os alvos do GMPc na célula sdo variados, como por exemplo, os
canais de calcio e de sodio, as cinases dependentes de GMPc (PKG) e
fosfodiesterases dependentes de GMPc (PDEs)** #9. O GMPc esta fortemente
envolvido na regulagdo do contetido intracelular de Ca*. A activagdo de canais de
célcio sensiveis ao potassio pela PKG, induz a hiperpolarizagdo da membrana
impedindo a entrada de Ca** pelos VOCCs!™ ?". Por outro lado, esta descrito que a
via GMPc/PKG regula os receptores de IP; através da sua fosforilagdo com a
consequente diminuicdo de libertacdo de Ca” das reservas intracelulares para o
citoplasmal™ %% “9_ Para além destes mecanismos dependentes de GMPc, o NO
pode activar a PKC de uma forma independente de GMPcP™ %4, Além disso, o NO
reage muito rapidamente com aniées superéxidos de modo a formar o peroxinitrito
(ONOQO’), que depois se decompde de modo a formar radicais hidroxil ("fOH) ou

outro bioproduto reactivo que pode directamente activar a PKC"2,

1.4.4 NO e patologias

O NO é um importante factor na inflamacéo. Ele reduz a agregacao de plaquetas e
a sua adesao, inibe varias fungcbes dos mastécitos durante uma inflamagao e
funciona ainda como um regulador do recrutamento de leucécitos. As espécies
reactivas derivadas do NO, incluindo o radical anido superéxido (O,), o peréxido de
hidrogénio (H,O,) e o anido hipoclorito (OCI’), produzidos por células fagocitarias
como os neutréfilos e macréfagos activos®™ possuem uma actividade antimicrobiana
que lhes permitem danificar o DNA, proteinas e lipidos de agentes invasores®® .

A activacdo da NOS e a subsequente producdo de elevados niveis de NO é um
importante mecanismo de defesa contra infecgdes e, pode mesmo, funcionar como

um mecanismo anti-tumoral da imunidade inata. No entanto, a sobreproducgao

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y
52



___Introducgao geral

de NO ocorre em varias condigbes patolégicas: doengas neurodegenerativas,
doengas auto-imunes, doengas infecciosas, proliferacdo tumoral, angiogénese e

dlabetes[7 109, 142, 154, 159, 226, 282, 339]

1.4.5 O efeito do NO na medula da glandula supra-renal

O efeito do NO na glandula supra-renal ja foi descrito por varios autores. Na medula
supra-renal, o NO pode ser produzido pelas as células endoteliais“®® e pelos nervos
aferentes que estdo em contacto com as células cromafins®® * #_ Além disso,
também ja foi descrito a presenga de NOS em células cromafins bovinas®®® 4+ g
em grupos de células cromafins que se agrupam a volta dos vasos sanguineos®"”.
Deste modo, pode antecipar-se que o NO tenha um efeito autdcrino/ paracrino nas
células cromafins, modulando, por exempo, a libertagao de catecolaminas.

O efeito do NO na libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins € bastante
controverso. Alguns estudos demonstram que o NO aumenta a libertagdo de
catecolaminas em células cromafins de bovino®®* *®* *? outros indicam que ha uma
inibicao de catecolaminas em células cromafins de bovino e de truta-francesa®®® **
“4 e outros, ainda, que indicam que o NO ndo tem qualquer efeito em células
cromafins bovinas e em glandulas supra-renais de rato?® “®. Por outro lado, Kolo et
al. (2004) demonstrou que o NO tem a capacidade de degradar as catecolaminas®"’!
e outros estudos corroboram estes resultados ao demonstrar que o NO diminui a
estabilidade das catecolaminas apds a sua libertagao®*.

O efeito do NO na regulagdo da sintese e libertagdo de catecolaminas esta
relacionado com alteragbes dos niveis intracelulares de célcio e/ou regulagédo da
activagao da TH. O aumento da libertagdo de catecolaminas poderia ser explicado
pelo facto de os dadores de NO aumentarem o contetido intracelular de Ca?* £ %2,
No entanto foi verificado que o aumento de [Ca2+]i, devido a mobilizagdo dos
reservatoérios intracelulares ndo seria suficiente para induzir exocitose". Por outro
lado, a modulagao dos niveis intracelulares de catecolaminas pode ser explicado
pela acgdo do NO ao nivel da TH® 3% 5081,

Como ja foi referido anteriormente, o NO inicia o seu efeito através da activagdo da

GC com o consequente aumento da libertagdo de GMPc. Também nas células

Mecanismos de regulagéo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y
53



Capitulo 1__

cromafins a GC é o principal alvo do NO, com o consequente aumento de GMPc!"*®
%30 GMPc inibe a libertagdo de catecolaminas em células cromafins bovinas **,
Esta inibicdo da libertacdo de catecolaminas foi explicada pelo facto do GMPc
fosforilar a proteina associadas aos VOCCs, inibindo o efluxo de Ca®* 2% % %2 ¢,

consequentemente, a libertagdo de catecolaminas.
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1.5 Objectivos do trabalho

A activagao do eixo hipotalamo-glandula pituitaria-suprarrenal (HPA) pode modular
o sistema imunitario. As citocinas e o NPY sé&o reguladores do eixo HPA e ambos
sdo produzidos pela medula supra-renal. A IL-18 é uma citocina cujo papel na
libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins € ainda controverso. Por outro
lado, o NPY é um neuropeptideo co-libertado com as catecolaminas e actuando nos
receptores estimula a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas
e de murganho. No entanto os mecanismos intracelulares acoplados a activagéo
dos receptores do NPY (receptores Y; e Y;) e da IL-1B e a estimulagdo da
libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins é ainda desconhecido. Assim

os objectivos desta tese sao:

1) Por um lado, estudar os mecanismos intracelulares acoplados a activagao do
receptor Y, que levam ao aumento da libertagdo de catecolaminas pelas células

cromafins de murganho.

2) Tendo como ponto de partida que a activagao do receptor Y induz o aumento da
libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins de murganho e que a
concentracao intracelular de catecolaminas esta dependente de um equilibrio entre
a exocitose e a sintese de catecolaminas, o segundo objectivo deste trabalho é
investigar a existéncia de interacgdo molecular entre o receptor Y, e o promotor da
enzima da sintese de catecolaminas, a hidroxilase da tirosina (TH).

3) O terceiro objectivo do trabalho é avaliar o papel da IL-1B na libertagdo de
catecolaminas e de NPY pelas células cromafins de murganho. Como o NPY
estimula a libertagdo de catecolaminas, pretende-se ainda estudar o papel do NPY
no efeito da IL-1pB.

4) O quarto objectivo do trabalho, consiste no estudo do papel da IL-1B na
libertacdo de catecolaminas e de NPY pelas células cromafins humanas e avaliar o
papel do NPY e do NO no efeito estimulador da IL-1B. Por outro lado, as varias vias
de sinalizacao intracelular acopladas a activagao do receptor da IL-13 e do receptor
do NPY Y3, serdo igualmente estudadas. Sera também estudado o efeito da IL-1(3

na regulagéo da fosforilagdo da TH.
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2.1 Cultura de células cromafins

2.1.1 Cultura de células cromafins humanas

As glandulas supra-renais foram obtidas pelo Departamento de Urologia e
Transplantacdo Renal do Hospital Universitario de Coimbra, Portugal, a partir de
dadores cadaveres de rim para transplantagao renal (20 homens, 16 mulheres, 36 +
27, idade minima a idade maxima). As glandulas supra-renais sdo conservadas na
solugao fisiolégica da Universidade de Wincon. Apdés um periodo maximo de 6
horas iniciou-se a preparac¢ao da glandula supra-renal para a cultura celular.

A cultura das células cromafins da glandula supra-renal foi realizada como descrito
por Cavadas et al. (2001)™ com algumas alteragcdes. Apds a recuperagdo da
glandula do bloco operatério todo o procedimento da cultura celular foi realizado em
condicbes estéreis numa camara de fluxo laminar. Apds a remocgado do tecido
adiposo circundante a glandula, injectou-se na veia 5 a 7 ml de uma solugéo de
colagenase a 0,2 % (Tipo H, Sigma, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). Para
iniciar a digestdo, a glandula foi em seguida colocada num tubo cénico de 50 ml
contendo 20 ml de uma solugédo de Hanks' suplementada com 100 Ul/mL de
penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina a 37 °C, que designaremos por HBSS-PS.
Apés 15 minutos de digestao, a glandula foi aberta e a medula separada do coértex.
O tecido medular foi entdo colocado em 10 ml da solugdo de colagenase a 37 °C
para depois ser sujeito a uma segunda digestdo. Apdés 10 minutos, o sobrenadante
foi lavado com 10 ml de meio de cultura, DMEM-F12". De seguida, procedeu-se a
uma centrifugagdo a 800 r.p.m durante 7 minutos e o tecido dissociado foi lavado
novamente com meio de cultura DMEM-F12. O tecido medular ainda néo
dissociado foi novamente digerido com 10 ml de solugao de colagenase. Para uma
digestdo completa de todo o tecido medular foram necessarias 4 a 8 digestdes. No
final de todas as digestbes o sedimento final, apds a ultima centrifugagdo a 800
r.p.m durante 7 minutos, foi ressuspenso em 5 ml de DMEM. Posteriormente,

procedeu-se a contagem do numero de células num hemocitémetro. A viabilidade

f_Squ(;éo de Hanks: 500 mM KCI; 100 mM KH,PO,4, 2 M NaCl; 500 mM glucose; 500 mM Hepes

" DMEM-F12: Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com uma mistura de F-12 (Ham)
numa proporgdo de 1:1, 15 mM de Hepes, 14 mM de NaHCO; 10 % de soro bovino fetal (FCS)
inactivado, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina.
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celular foi determinada com o teste de Azul de Tripano e obteve-se 90-95 % de
células viavéis. As células usadas nos ensaios de libertagdo em placas foram
cultivadas em placas de cultura com 48 pogos (Costar, Sigma, Chemical Co., St
Louis, MO, USA), com uma densidade de 120 000 células por pogo. Para extractos
de “Western Blot”, as células foram cultivadas em placas de cultura de 24 pocos
com uma densidade de 250 000 células por pogo. As células foram mantidas em
meio de cultura DMEM-F12 durante 3-5 dias numa incubadora com 5 % de CO, e
95 % de O,.

2.1.2 Cultura das células da glandula supra-renal de murganho

Para este trabalho utilizaram-se murganhos da espécie Charles River mantidos no
Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Portugal. Todos os
animais tinham 12 semanas de idade e foram mantidos em ciclo claro — escuro, de
12 em 12 horas. Para cada cultura celular utilizaram-se 15 murganhos. Os
murganhos foram sacrificados por decapitacdo e as glandulas supra-renais foram
rapidamente retiradas, limpas do tecido adiposo envolvente e colocadas numa
solugdo de HBSS-PS. As glandulas foram cortadas em pedagos mais pequenos e
digeridas com 1 ml de uma solugéo de 0,2 % de colagenase (Tipo H, Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA). Apés 30 minutos a 37 °C, com agitagao
intermitente, o sobrenadante (tecido digerido) foi colocado em 10 ml de DMEM-F12,
e o tecido digerido foi lavado mais duas vezes com DMEM-F12. A viabilidade
celular foi determinada com o teste do Azul de Tripano e obteve-se 85 a 90 % de

células viaveis.

As células utilizadas em ensaios de libertagdo em perfusdo foram cultivadas em
lamelas de vidro circulares de 2 cm de didmetro revestidas com poli-D-lisina (2,5
pg/cmz) e com uma densidade de 190 000 células por lamela. Para os ensaios de
libertagcdo em placas, as células foram cultivadas em placas de cultura com 48
pocos e com uma densidade de 100 000 células. As células foram mantidas em
meio de cultura DMEM-F12 durante 3-5 dias numa incubadora a 37 °C, com 5 % de
CO, e 95 % de O..
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2.2 Experiéncia de libertagao de catecolaminas e NPY

As experiéncias de libertagdo de catecolaminas (NA e AD) e NPY pelas células
cromafins humanas foram realizadas apenas em sistema de libertagdo em placas,
enquanto que nas células cromafins de murganho as experiéncias de libertacdo
foram realizadas de duas formas distintas: experiéncia de libertagdo em perfuséo e
experiéncia de libertagao em placas

2.2.1 Experiéncia de libertagdao em perfusao

As experiéncias de libertacdo realizadas com o sistema de perfusdo ligado a um
colector de fracgdes tém a vantagem de determinar a libertagdo de NA e AD por
periodos curtos ao longo de um determinado tempo. Para além disso, com este
sistema os mecanismos de recaptacéo estdo de alguma forma dificultados devido a
passagem continua de um novo soluto fisiolégico.

Na camara de perfusdo foram colocadas duas lamelas de vidro de 2 cm de
didametro contendo as células cromafins de murganho. A cadmara de perfusado foi
colocada num banho de agua a 37 °C e as células perfundidas a 0,7 ml/min com
Tampao de Krebs™, pH 7,4. Apds 90 minutos de estabilizagdo, de minuto a minuto
foram colhidas amostras para dosear catecolaminas (NA e AD). Para evitar a
degradacéao das catecolaminas, as amostras foram recolhidas para tubos contendo
HCIO, (0,4 M de concentracao final) e rapidamente congeladas e mantidas a -80 °C
até ao seu doseamento. No final da experiéncia, as células na lamela de vidro
foram recuperadas por raspagem de modo a dosear o conteudo intracelular de
catecolaminas em tubos contendo 0,4 M de HCIO,4. As amostras foram congeladas
a —80 °C até se proceder ao seu doseamento. Apds descongelagdo as amostras
foram sonicadas com o objectivo de lisar completamente as células e os granulos
citoplasmaticos, e centrifugadas a 14 000 r.p.m durante 8 minutos a 4 °C.

A quantidade de catecolaminas (NA e AD) libertada foi doseada por HPLC, como se

descreve no ponto 2.3.

ii Tampao Krebs: 111 mM NaCl; 2,5 mM CaCl,. 4,7 mM KCI; 1,2 mM MgSOQOs. 1,2 mM KH,PO,. 24,8 mM
NaHCOs, 11,1 mM glucose; 15 mM Hepes, pH 7,4

Mecanismos de regulagéo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

61



Capitulo 2___

2.2.2 Experiéncia de libertagdao em placas

Para as experiéncias de libertagdo em placas, as células cromafins humanas e de
murganho foram cultivadas em placas de cultura de 48 pogos. Determinou-se a
quantidade de catecolaminas (NA e AD) e NPY libertada durante 10 minutos, na

auséncia ou na presenca dos diferentes compostos a testar.

Apds 3 dias em cultura, realizaram-se as experiéncias de libertagdo em células
cromafins humanas e de murganho. As células foram lavadas 2 vezes com o
Tampéo Krebs, pré-incubadas durante 20 minutos com o mesmo tampao e
posteriormente incubadas na presenga de diferentes farmacos. Apés 10 minutos, o
meio de libertacdo foi transferido para tubos Eppendorf mantidos no gelo e
centrifugado (800 r.p.m; 7 minutos; 4 °C) para eliminar possiveis células que
tenham sido recuperadas juntamente com o meio de incubagdo. Para o
doseamento de catecolaminas, o meio de incubacéao foi recuperado para um tubo
com 0,4 M de HCIO, e congelado até se proceder ao seu doseamento. Para o
doseamento de NPY, o meio de incubacgao foi recolhido em tubos Polysorp (Nunc®)
contendo 5 % de Tween 20 (v/v) e 0,4 M de EDTA por cada ml de liquido recolhido.
No final da experiéncia, as células de cada pogo foram raspadas para se dosear o
conteudo intracelular de catecolaminas e NPY. No doseamento de catecolaminas,
as células foram recuperadas em 0,4 M de HCIO4, enquanto que para o
doseamento do NPY as células foram recuperadas em Tampao Krebs contendo
0,08 % de Tween 20 e 50 mM de EDTA. Em ambos os casos, a suspensao de
células foi congelada até se proceder ao seu doseamento. Antes de se realizar o
doseamento, as amostras foram descongeladas, sonicadas e centrifugadas a 15
000 r.p.m durante 8 minutos a 4 °C. O Tampado Krebs usado em todas as
experiéncias de libertagdo de NPY continha 0,001 % de Tween 20 com a fungéo de

evitar que o NPY cole as paredes das superficies expostas.

A quantidade de catecolaminas (NA e AD) e NPY libertada e o respectivo contetdo
intracelular foram doseados por HPLC e ELISA, respectivamente, como se
descreve no ponto 2.3 e 2.4. A quantidade de catecolaminas e NPY libertada é
expressa em % do conteddo intracelular e o efeito dos farmacos de cada

experiéncia como % em relacdo ao basal (incubagcdo com Tampéo Krebs).
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2.3 Separacgao e doseamento de catecolaminas (NA e AD)

A separacao e o doseamento de catecolaminas (NA e AD) foram realizados por
HPLC com deteccdo electroquimica. Esta técnica baseia-se numa reacgdo de
oxidacao-reducao que ocorre na superficie do eléctrodo de trabalho do detector
electroquimico. Nesta reacgdo de oxidagao-redugcdo, as catecolaminas sao
convertidas em quinonas formando-se uma corrente eléctrica que é proporcional a
quantidade de catecolaminas presente na amostra ou no padrdao. A energia
necessaria para iniciar ou aumentar esta reaccao electroquimica é dada pela
diferenca de potencial entre o eléctrodo de referéncia e o eléctrodo de trabalho do
detector electroquimico.

Os conteudos intracelulares obtidos das libertagcbes em placas e em perfusao foram
injectados directamente no HPLC. As amostras recolhidas da incubagdo, e que
correspondem ao conteudo libertado, foram previamente extraidas com alumina

activada.

2.3.1 Processo de extracgao de catecolaminas pelo método da alumina

A cada amostra adicionou-se 20 mg de alumina e 500 pg de padrao interno,
dihidroxibenzilamina (DHBA, Sigma), o pH foi ajustado a 8,6 com 1 M Tampé&o Tris
com 2 % de EDTA (p/v), e para evitar a oxidagdo das catecolaminas, foi adiconado
5 mM metabissulfito. Apds 15 minutos de agitagdo e 2 minutos de centrifugacao (14
000 r.p.m, 2 minutos), a alumina foi lavada 3 vezes com 1 ml de agua. As
catecolaminas foram eluidas da alumina em 120 yl de uma mistura de 0,2 M acido
acético e 0,04 M acido fosférico (v/v) com agitagdo durante 15 minutos. Apos
centrifugacdo (10 000 r.p.m, 5 minutos), injectou-se 100 pl do eluato no sistema de
HPLC. As catecolaminas eluidas na fase movel” foram separadas por
cromatografia utilizando uma coluna de octadecilsilano de 4 pyM, com 75 mm/4 mm
(Merck Supersphere 100 RP18) e o HPLC Gilson ligado a um detector
electroquimico (ESA Coulochem II, modelo 5100A). Neste sistema, a amostra foi
inicialmente sujeita a um potencial de +300 mV na Célula de Condicionamento,

v Fase moével: 50 mM fosfato de sédio, 50 mM acetato de sodio, 0,5 mM SDS, 0,4 mM EDTA, 12 %
acetonitrilo, pH=3,2
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depois no primeiro eléctrodo da Célula Analitica a um potencial de +600 mV e
finalmente, num segundo eléctrodo da célula analitica, a um potencial de —600 mV.
Estas diferencas de potenciais permitiram reduzir as catecolaminas. O sinal
resultante desta redugdo, depois de amplificado, foi transmitido a um computador
com o “software” de cromatrografia da Gilson modelo 712, e a andlise foi feita num
“software” modelo 715. A identificacdo e calibragdo dos picos obtidos nos
cromatogramas foi feita por injecgdo de padrbes com quantidades conhecidas de
NA e AD. O limite de deteccéo para NA e AD foi de 0,125 pmol.

2.4 Doseamento do NPY

Para determinar a concentracdo de NPY utilizou-se um sistema de ELISA
(“Enzimatic Linked Immuno Sandwich Assay”; ensaio imunoenzimatico em
“sandwich”) com dois anticorpos (NPY02 e NPY05), como descrito por Grouzmann
et al., (1992) com algumas modificagdes™". Cada pogo da microplaca de 96 pogos
Polysorp da Nunc® foi revestido com 130 ng (100 ul) do anticorpo monoclonal NPY
02, diluido em 50 mM Tampéao Tris, a pH 7,5 durante 16 h a 4 °C. As placas foram
lavadas 3 vezes com Tampéao Tris-Tween (50 mM Tris a pH 7,5 com 0,08 % de
Tween 20), e os pogos revestidos com 200 yl de uma solugdo 5 % de leite
desnatado em tampéao Tris-Tween. Apds 4 lavagens com o Tampéao Tris-Tween
foram adicionados 100 yl das solugbes padrao de NPY (curva de calibragéo) e as
respectivas amostras a analisar, seguindo-se um periodo de incubagao de 16 horas
a temperatura ambiente sob agitacdo suave. Apos 4 lavagens com Tampao Tris-
Tween incubou-se durante 7 horas a temperatura ambiente com 100 ul do segundo
anticorpo, NPY05 (6 pg/ml) ligado a fosfatase alcalina. Apds 2 lavagens com
Tampao Tris com 0,25 % de Tween 20 e 2 lavagens com tampé&o Tris com 0,88%
de NaCl adicionou-se a cada pogo 50 pl de substrato (solugdo de NADPH do “kit”
de amplificacdo de ELISA, Immunoselect Kit, Gibco, Life Technologies, USA). Apds
45 minutos de incubagdo, adicionou-se 50 pl do amplificador (mistura de
desidrogenase do etanol e diaforase, “kit” de amplificagdo de ELISA) e a leitura de

densidade 6ptica foi determinada a 492 nM. O limite de detecgéo foi de 0,5 pM.
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2.5 SDS-PAGE e “Western e Blot”

As células cultivadas em placas de cultura de 24 pogos foram lavadas 2 vezes, e
lisadas a 4 °C com um Meio de lise' suplementado com 100 uM fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM ditiotreitol, 1 pg/ml quimostatina 1 mg/ml
leupeptina, 1 mg/ml antiparina, 1Tmg/ml ortovanadato, 5 mg/ml pepstatina A, pH 7,4.
Qualquer um dos inibidores usados serviu para impedir a degradagao proteica e a
fosforilagdo. A concentragdo de proteina foi determinada pela técnica de Bradford
da Biorad, onde foi adicionado a cada uma das amostras uma solugdo
desnaturante” o soro de albumina bovina (BSA) foi usado para a realizar a curva-
padrao e as amostras foram aquecidas durante 5 minutos a uma temperatura de 95
°C. Para a visualizagéo da proteina total foram usados 30 pg de proteina, enquanto
para a proteina fosforilada foram necessarias 90 ug de proteina.

Os extractos celulares foram separados por electroforese” em gel com 10 %
poliacrilamida em condi¢gdes desnaturantes, na presengca de SDS (SDS-PAGE).
Para analise por imunodetecgdo, as proteinas foram transferidas do gel de
poliacrilamida para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVD) previamente

viii

activadas com metanol, pela técnica de electrotransferéncia, durante 90 minutos
a 500 mA, a 4°C. As membranas foram depois bloqueadas durante 1 hora com 5 %
(p/v) de leite desnatado com 0,1 % Tween 20 em PBS (que designaremos por TBS-
T) e incubadas durante 90 minutos a temperatura ambiente, ou durante a noite a 4
°C, com o anticorpo primario, diluido em 1 % (p/v) de leite desnatado em TBS-T. As
membranas foram depois lavadas durante 30 minutos com uma solugao de 0,5 %
(p/v) de leite desnatado em TBS-T e incubadas durante 30 minutos a temperatura
ambiente com o anticorpo secundario marcado com a fosfatase alcalina, diluido a 1
% (p/v) de leite desnatado em TBS-T. De seguida, as membranas foram lavadas
com PBS-T e reveladas com o sistema ECF (“Enhanced Chemifluorescence”,

Quimiofluorescéncia melhorada; Amersham Life Sciences). A andlise e

¥ Meio de lise: 50 mM KCI, 50 mM PIPES, 10 mM EGTA, 2 mM, MgCl,, 0,5% Triton X-100.

"' Solugdo desnaturante: 0,5 M Tris, 30 % glicerol, 10 % SDS, 0,6 M DTT, 0,0012 % de azul de
bromofenol.

"' Solugao electroforese: 0,2 M Tris, 1 M Bicina, 0,017 M SDS, pH=8,3

" Solugdo de electrotransferéncia: 0,5 % NAOH 2 M, 10 % Metanol, pH= 11
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quantificacdo da imunorreactividade foi realizada por analise densitométrica usando

o sistema Quantity One (Biorad).

2.6 Medigao da actividade do promotor da Hidroxilase da tirosina

2.6.1 Cultura celular da linha celular SK-N-MC

A linha celular SK-N-MC deriva de um neuroblastoma humano e é constituido por
células que expressam o receptor Y, do NPY®* “%_As células foram cultivadas no
Meio DMEM suplementado com 10 % FCS (Biochrom), 10 mM Hepes, 1 % de
aminoacidos nao essenciais, 50 U/ml de penicilina e 50 ug/ml de estreptomicina. As
células com morfologia semelhante a fibroblastos formam monocamadas e foram
mantidas a 37 °C com 5 % de CO, e 95 % de O..

2.6.2 Transfecgédo por electroporacio das células SK-N-MC

A electroporagdo consiste na aplicagdo de pulsos eléctricos que provocam a
abertura de poros na membrana plasmatica, permitindo a entrada do ADN, presente
no meio de electroporagéo, nas células.

As células SK-N-MC foram transfectadas por electroporagdo com um plasmideo
(pPKS-L) contendo o gene luciferase (Figura 2.1), isolado do pirilampo Photinus
pyralis, que codifica a luciferase sob o controlo de uma fracgao de 775 pares de
bases do gene da TH humana (-774 até ao local de iniciagado CTG). Este plasmideo
foi cedido pelo Dr. Faucon Biguet, CNRS, Hépital Pitie-Salpetriece, Paris. Por cada
5x10° células SK-N-MC num Meio de cultura completo (DMEM suplementado com
10 % de FCS, 10 mM HEPES e 1 % de aminoacidos nao essenciais) foram
transfectados 10 ug de ADN plasmidico a uma voltagem de 280 V e com a
capacitancia de 960 yF usando o aparelho de electroporagao (BioRad GenePulser).
A eficiéncia de transfecgao variou de 50 a 70 % e foi avaliada por citometria de fluxo
fluorescente (FACS), em células que foram electroporadas nas mesmas condigdes,
mas com um plasmideo que contém GFP (proteina verde de fluorescente). As
células foram mantidas em caixas de Petri de 100 mm e, ao fim de 24 h, as células

foram cultivadas em placas de 48 pogos com uma densidade de 1x10° por pogo
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num meio com DMEM, suplementadas com 2 % de FCS. Ao fim de 24 h, as células
foram incubadas com diferentes compostos (Figura 2.2). Para impedir que o NPY
se colasse ao plastico o meio de cultura foi suplementado com 0,2 % de FCS e
0,0001 % de Tween 20.

Gene da Luciferase

Figura 2.1 - Representagao esquematica do plasmideo usado na transfecgao de células
SK-N-MC.

Os plasmideo pKS-L para além do gene que confere resisténcia a ampicilina (r-AMP), contém ainda o
gene da luciferase. Neste plasmideo foi inserido um fragmento do promotor da TH humana (-775 pares
de bases), que possui o terminal 3’ truncado e o terminal 5’ é cortado pela enzima Hind llI.

2.6.3 Actividade da luciferase

A actividade da luciferase foi determinada usando um “kit” luciferase (Promega,
Madison, USA). As células que foram cultivadas nas placas de 96 pogos e lavadas
2 vezes com PBS. Apods a adigdo de 100 pl de Tampéo de lise™, as células
equilibraram a temperatura ambiente durante 15 minutos, foram raspadas e a
suspensao foi colocada em tubos de Eppendorf e sujeitas a um vortex de 10-15
segundos. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 12 000 r.p.m durante 2
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf, e as

amostras foram armazenadas a -80 °C.

ix Tampao de lise: 25 mM Tris-fosfato (pH 7,8), 2 mM DTT, 2 mM 4&cido tetraacético-1,2
diaminociclohexano, 10 % glicerol, 1 % Triton X-100
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Para se proceder a leitura da actividade da luciferase num lumindmetro, adicionou-
se 20 ul do sobrenadante a 100 ul da mistura tampao que contém o substrato da
luciferase e a leitura foi realizada durante 1 minuto (Figura 2.2).

Determinagéo da
A actividade da
luciferase
NPY  Forscolina

Ll I

Tempo ‘

- 10’ 0 +6h
| Dia1 | Dia 2 | Dia 3 |
1.Electroporagéo Células cultivadas com 1% de
2. Cultura das células em FCS em placas de 48 pogos

10% de FCS

B NPY
Receptor Y1

[ ] Membrana
plasmatica

G
Activagao AD Emisséo de luz

* ATP
Forscolina
AMPcT

@ Luciferina
[Luciorase > 2>

citosol

Membrana
nuclear

nicleo

® Transcrigdo do gene da luciferase
CREB

DNA [ CRE l Promotor da TH | Gene da Luciferase m

Figura 2.2 - Representacido esquematica do protocolo experimental.

A) Representacdo da experiéncia por periodos de tempo. As células SK-N-MC séo transfectadas com
plasmideo que contém o gene da luciferase e o promotor da TH (Dia 1), e permanecem 24h em repouso
a 37 °C. No Dia 2 as células sdo mantidas em placas de cultura de 48 pogos com Meio de cultura
suplementado com 1 % de FCS. No Dia 3 as células s&o incubadas com forscolina (tempo=0), e 10
minutos antes com o NPY. Apos 6 h de incubagao (a contar desde o tempo 0), mede-se a actividade da
luciferase. B) Representagdo esquematica do modelo experimental. A incubagédo das células SK-N-MC
com a forscolina induz a activagao da adenilciclase (AD) com a consequente produgdo de AMPc, que
activa a PKA, e a consequente fosforilagdo da proteina com afinidade para o elemento de resposta ao
AMPc (CREB). O CREB, por sua vez, activa o local de ligagdo de CREB (CRE) que, por sua vez, ao
activar o promotor da TH, induz a expresséo e transcricdo do gene da luciferase. Quando se adiciona o
substracto da luciferase, a luciferina, a reacgdo enzimatica é traduzida com emisséo de luz que se
detecta num luminémetro.
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2.7 Imunohistoquimica da glandula supra-renal

A glandula supra-renal foi fixada durante a noite no Tampao Formol com 10 % de
PBS. Apéds o proceso de fixagdo os varios fragmentos do tecido foram imersos em
etanol 100% durante 1 h (5 vezes) seguido de imersao Xilol por 3 vezes durante
uma hora. Finalmente, os fragmentos de tecido foram embebidos em Histosec®
durante 4 horas. Em seguida, os fragmentos de tecido foram embebidos em
parafina e realizaram-se cortes de 3 uym de espessura que foram colocados em

lamelas de vidro previamente revestidas revestidas com poli-D-lisina.

As fatias de 3 ym de espessura foram incubadas durante 2 minutos com Xilol,
etanol 100 %, etanol 95 % e etanol 70 %. De seguida foram lavadas com agua e
PBS durante 2 minutos. Uma vez desparafinadas e hidratadas, as fatias foram
tratadas durante 15 minutos com peroxidase de hidrogénio em 0,1 M de PBS e
lavadas trés vezes com PBS durante 10 minutos cada. As fatias foram incubadas
com um tampé&o de 0,1 M PBS com 0,25 % de Triton X—100. Posteriormente foram
incubadas com a solugéo de anticorpo primario contra a TH (1:1000, Chemicon) ou
contra a NOS (1:100, Zymed) em 0,1 M PBS com 0, 5 % de Triton X -100 e NGS
(soro normal de cabra) durante noite a 4 °C. Apds trés lavagens a temperatura
ambiente com 0,1 M PBS com 2 % de NGS, as fatias foram incubadas durante 1
hora também a temperatura ambiente, com uma solugdo de imunoglobulinas contra
coelho biotiniladas (1:200, Dako, Copenhaga, Dinamarca), numa solugéo de 0,1M
PBS, 0,25 % Triton X-100 e 2 % de NGS. As fatias foram lavadas trés vezes com
PBS 0,1 M e incubadas durante 1 hora com o substrato de peroxidade, DAB
(solugdo de tetrahidrocloreto de 3,3-diaminobenzidina; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Apd6s 3 lavagens com 0,1 M PBS, as fatias foram coradas
com o sistema de avidina-biotina-peroxidade. As secg¢des foram analisadas num
Microscépio Axiovert 200 e as imagens adquiridas com um Microscépio 6ptico
(Zeiss Axioshop 2 Plus), acoplado a uma camara digital (Axiocam HRc).
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Mecanismos intracelulares acoplados a activacao do
receptor Y, do NPY que estimulam a libertagao de
catecolaminas pelas células cromafins de murganho






A activagédo do receptor Y e a libertagao de
___catecolaminas de células cromafins de murganho

3.1 Introducgao

As células cromafins sao células neuroenddécrinas especializadas na sintese,
armazenamento e libertagdo de catecolaminas (em especial a AD e a NA). O NPY,
como ja foi referido anteriormente, é co-armazenado e co-libertado com as
catecolaminas e induz a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins de
murganho e humanas™ ™. As células cromafins de murganho possuem RNAm para
os receptores do NPY do tipo Y4, Y, e Y5, e o efeito estimulador do NPY na
libertacdo de catecolaminas nestas células ndo € observado quando se utilizam
células cromafins de murganhos “knock-out” para o receptor Y. Como ja foi
descrito na introdugéo geral (Capitulo 1), a activagdo do receptor Y, esta acoplada
a varios mecanismos de sinalizagao intracelular como o aumento da [Ca”]i e a
inibicdo da adenilciclase, resultando na diminuicdo da producdo de AMPc e
consequentemente na inibicdo da PKA™ 7238 Pgra além destas vias, a activagao
do receptor Y, leva a activagdo da PLC, PKC e das MAPK'%:202300.315,340. 342 'Pgr gutro
lado, a activagdo das PKC e das MAPK esta ainda associada a libertagdo de

catecolaminas pelas células cromafing!® 417433 460

Diversos trabalhos sugerem que o NO modula a libertagcdo de catecolaminas pelas
células cromafins de varias espécies?® **4*#4 3 foi sugerido que o NPY induz a
produgdo de NO noutros tipos de células, sugerindo que o NO podera constituir um

modulador da fungdo do NPY!",

Assim, os objectivos deste capitulo sdo: 1) investigar quais os mecanismos
intracelulares que estao acoplados a activagdo do receptor Y; e que estimulam a
libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins de murganho; 2) estudar a
fungéo do NO na libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins de murganho

quando o NPY activa o receptor Y.
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3.2 Resultados

3.2.1 O NPY aumenta a libertagdo de catecolaminas através da activagdao do
receptor Y, e de uma forma dependente de Ca**

Quando as células cromafins de murganho foram incubadas com NPY (100 nM),
observou-se um aumento para 243,4+13,9 % e 228,98+15,7 % na libertagdo de NA
e AD, respectivamente, em relacdo a libertagdo basal (Figura 3.1). O antagonista do
receptor Y4, BIBP 3226 (1 yM), diminuiu a libertagdo de catecolaminas estimulada
pelo NPY (Figura 3.1), indicando que o efeito estimulador do NPY ocorre por
activacao do receptor Y. Por outro lado, o efeito estimulador do NPY na libertacédo
de catecolaminas nas células cromafins de murganho foi igualmente inibido quando

as células foram incubadas com um tamp&o Krebs sem Ca®* (Figura 3.1).

300
*kk D NA

i g I AD

200 -

P +4+4 HHE

100 |

Libertagao de catecolaminas
(% em relagédo ao basal)

basal NPY BIBP 3226 auséncia
(100 nM) | (1 uM) de Ca>* |

NPY (100 nM)

Figura 3.1 - Nas células cromafins de murganho o NPY induz a libertagdo de
catecolaminas através do receptor Y1 num processo dependente de ca®.

As células foram incubadas com NPY (100 nM) durante 10 minutos na presenga ou na auséncia do
antagonista do receptor Y4, BIBP 3226 (1 yM), ou num tampao Krebs sem Ca*. As catecolaminas foram
quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sao
expressos como a percentagem de libertagdo em relagdo a libertacdo basal. Média + SEM, 3-8
experiéncias de culturas de murganho; cada condigéo foi realizada em triplicado. ***p<0,001 comparado
com a libertagéo basal; +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM). ANOVA de duas vias, post-hoc.
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3.2.2 A libertacao de catecolaminas estimulada pelo NPY depende da

activacao da via da MAPK e da PKC, mas de uma forma independente da PKA

Para estudar algumas das vias de transducdo mais frequentemente acopladas a
activagao do receptor Y, e ao processo de libertagao de catecolaminas, testaram-se
os inibidores das seguintes cinases: MAPK, PKA e PKC. Na presenca do inibidor da
MAPK (PD 98059, 50 uM), o efeito estimulador do NPY na libertacdo de NA e AD
foi inibido em 64,7+17,9 % e 59,7+8,5 %, respectivamente (Figura 3.2). Do mesmo
modo, o inibidor da PKC inibiu 100+4,6 % e 71,02+15,9 % o efeito estimulador do
NPY na libertacdo de NA e AD, respectivamente (Figura 3.2). No entanto, o inibidor
da PKA (H89, 1 uM) ndo alterou a libertagcao de catecolaminas estimulada pelo NPY
(100 nM) (Figura 3.2). Os inibidores das MAPK, PKA e PKC, por si sd, ndo
alteraram a libertagdo nao-estimulada de catecolaminas (resultados né&o
apresentados.

T " I AD

200 4

ki & o

+++

100

Libertacédo de catecolaminas
(% em relagdo ao basal)

basal NPY Inibidor Inibidor Inibidor
(100 nM) | de MAPK de PKA de PKC |

+ NPY (100 nM)

Figura 3.2 - Papel da inibicdo das MAPK, da PKA e da PKC na estimulagdo da
libertagao de catecolaminas induzida pelo NPY.

As células foram incubadas durante 10 minutos com NPY (100 nM) na presenca dos inibidores das
MAPK (PD 98059, 50 uM), da PKA (H89, 1 uM) ou da PKC (bisindolilmaleimida, 1 uM). As catecolaminas
foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sao
expressos como percentagem de libertagdo em relagcdo a libertacdo basal. Média + SEM, 3-8
experiéncias de culturas de murganho; cada condi¢ao foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001
comparado com a libertagéo basal; +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM). ANOVA de duas vias,
post-hoc
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3.2.3 A via NO-GMPc modula a libertacdo de catecolaminas estimulada pelo

NPY, num processo dependente da PKC

O papel do NO na libertagdo de catecolaminas estimulada pelo NPY foi investigado
incubando as células cromafins com um inibidor da NOS, o L-NAME (500 uM). O L-
NAME inibiu a libertagdo de NA e AD estimulada pelo NPY em 40,5+14,9 % e
42,3+20,3 %, respectivamente (Figura 3.3). Quando as células cromafins de
murganho foram incubadas com o dador externo de NO, NOC-18 (100 uM),
verificou-se um aumento de 255,3x17,5 % e 251,1£21,1 % na libertagcdo de NA e
AD respectivamente, em relagao a libertagdo basal. Na presenga de um inibidor da
guanidil ciclase (GC, ODQ, 50 pM) verificou-se uma diminuicdo do efeito
estimulador do NOC-18 e do NPY na libertagdo de catecolaminas. O ODQ inibiu
37,4111,5 % e 39,8+11,1 % a libertagdo de NA e AD estimulada pelo NPY, e
63,316,7 % e 59,7£10,7 % a libertacdo de NA e AD estimulada pelo NOC-18
(Figura 3.3). O D-NAME (500 uM), esterioisémero inactivo do L-NAME, o L-NAME e
o ODQ néo alteraram a libertacdo basal de catecolaminas (resultados né&o
apresentados).

Estudou-se ainda, o envolvimento das cinases MAPK, PKA e PKC na libertagdo de
catecolaminas estimulada pelo NO. Os inibidores das MAPK e da PKA nao
alteraram a libertagdo de catecolaminas estimulada com NOC-18 (100 uM) (Figura
3.4). No entanto, o inibidor da PKC diminuiu significativamente a libertagdo de
catecolaminas estimuladas por NOC-18, sugerindo que o NO pode activar a PKC.
Para comprovar esta hipotese, as células foram incubadas com activador da PKC, o
PMA (200 nM). Verificou-se que o PMA aumentou 219,1+18,6 % e 209,8+13,2 % a
libertacdo de NA e AD respectivamente. O L-NAME n&o alterou a libertagcdo de

catecolaminas estimulada pelo PMA (Figura 3.4).
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Figura 3.3 - O papel do NO e do GMPc na libertagao de catecolaminas estimuladas pelo
NPY em células cromafins de murganho
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As células foram pré-incubadas durante 15 minutos com os inibidores da NOS (L-NAME, 500 yM) ou da
GC (ODQ, 50 uM), e depois incubadas durante 10 minutos com os inibidores na presenca de NPY (100
nM). As células foram estimuladas por um dador externo de NO (NOC-18, 100 uM) na presenca ou na
auséncia de ODQ (50 puM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no
capitulo de Material e Métodos. Os resultados sao expressos como percentagem de libertagdo em
relagéo a libertacdo basal. Média + SEM, 3-8 experiéncias de culturas de murganho; cada condig&o foi
realizada em triplicado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertagdo basal; +p<0,05 e
++p<0,01, +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM); ###p<0,001 comparado com NOC-18 (100 puM).
ANOVA de duas vias, post-hoc.
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Figura 3.4 - As vias de transdugao de sinal envolvidas na libertagcdo de catecolaminas
estimuladas pelo dador de NO (NOC-18).

As células cromafins de murganho foram incubadas durante 10 minutos com NOC-18 (100 uM), na
presenga de inibidores das MAPK (PD 98059, 50 pyM), da PKA (H89, 1 uM) e da PKC
(bisindolilmaleimida I, 1 uM). As células foram incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM) per se, ou
na presencga do inibidor da NOS (L-NAME, 500 pM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC,
como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a
percentagem de libertacdo em relagéo a libertagao basal. Média + SEM, 3-8 experiéncias de culturas de
murganho; cada condig&o foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertagéo
basal; +p<0,05 comparado com NOC-18 (100 uM). ANOVA de duas vias, post-hoc.
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3.3 Discussao

Os resultados deste capitulo mostram que o antagonista do receptor Y4, BIBP 3226,
inibiu o efeito estimulador do NPY na libertagao de catecolaminas pelas células
cromafins de murganho. Estes resultados estdo de acordo com resultados
apresentados por Cavadas et al. (2006), onde se verificou que o NPY estimula a
libertacdo de catecolaminas de células cromafins de murganho isoladas de
glandulas supra-renais de murganhos normais, Y+/+. Contudo nao se obteve o
mesmo efeito em células cromafins de murganho isoladas de murganhos knock-out
para o receptor Y; (Y;-/-)¥. Estes resultados demonstram que, em células
cromafins de murganho, o NPY induz a libertagdo de catecolaminas através da
activagao do receptor Y,. Nesse mesmo estudo verificou-se que a actividade da TH
nas glandulas supra-renais Y4-/- € superior a actividade da mesma enzima nas
glandulas de murganhos Y,+/+, sugerindo um possivel envolvimento do receptor Y,
na sintese de catecolaminas. Uma vez que a sintese e a libertagdo de
catecolaminas sdo dois fendmemos associados a regulagdo do conteudo
intracelular de catecolaminas, estes resultados sugerem que o receptor Y, regula e
contribui para a homeostase do conteudo intracelular de catecolaminas nas
glandulas supra-renais de murganho. Outros trabalhos demonstraram que, em
células cromafins bovinas, o NPY regula a homeostase do conteudo intracelular de
catecolaminas, tendo no entanto um efeito diferente. Nestas células o NPY tem um
efeito inibitério na libertagdo de catecolaminas e na actividade da TH®®. Por outro
lado, também nas células cromafins bovinas, o NPY inibe a producdo de AMPc e,
consequentemente, a actividade da PKAP?,

Um dos principais mensageiros intracelulares envolvidos na exocitose das células
cromafins, a exocitose, € o Ca* que entra pelos VOCCs da membrana
plasmatica™ ", Diferentes segretagogos das células cromafins, como a leptina, a
angiotensia Il ou a histamina activam diferentes VOCCs com a consequente
estimulagdo da libertagdo de catecolaminas™ *" *“7, Neste capitulo também se
observou que a remogao do Ca®" extracelular diminui o efeito estimulador do NPY
na libertagdo de catecolaminas, induzido pela activagao dos receptores Y. Apesar
da relagéo entre a activagao do receptor Y, e 0 aumento do Ca®* intracelular nestas

células ainda néo ter sido investigado, varios estudos utilizando outros tipos de
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celulas descrevem que a activagdo do receptor Y, induz um aumento de [Ca®*]" ™
107,31, 477 Parg além do papel do Ca®* na exocitose, este ido pode ainda regular a
sintese de catecolaminas, uma vez que activa a CaMKIl levando a activagéo da TH

por fosforilaggo do residuo Ser'® 1,

Tendo como base as vias de sinalizagdo mais frequentemente acopladas a
activacéo do receptor Y, este trabalho foi direccionado para esses mecanismos e,
para isso, avaliou-se o efeito de inibidores de diferentes cinases na libertagao de
catecolaminas. Verificou-se que o NPY estimula a libertagcdo de catecolaminas
através de um mecanismo dependente das MAPK e da PKC. No entanto, o inibidor
da PKA né&o altera significativamente o efeito estimulador do NPY, o que sugere que

a PKA nao esta envolvida neste mecanismo intracelular.

Apesar da activagao do receptor Y, estar normalmente associada a uma inibigdo da
adenilciclase™ *9, varios estudos demonstraram que o NPY, per se, ndo tem
qualquer efeito na acumulagcdo de AMPcP®*. Em células cromafins bovinas e
humanas observou-se que o NPY inibe a acumulacdo de AMPc induzida pela
forscolina, mas que nio tem qualquer efeito em células que ndo foram previamente
estimuladas com forscolina™ ", Estas observagdes poderdo explicar os resultados
apresentados neste capitulo, em que o inibidor de PKA n&o alterou a libertagao de

catecolaminas nas células cromafins de murganho estimulada pelo NPY.

A relagdo entre a activacdo do receptor Y; a activagdo das MAPK foi ja
demonstrada em diferentes tipos de células®" #* *¥ Por outro lado esta, ainda,
descrita uma relagao entre a activagao das MAPK e a libertagdo de catecolaminas
pelas células cromafins bovinas® % onde se observou que o inibidor das MAPK
induziu uma inibicdo do efeito estimulador da nicotina e do KCI na libertagdo de
catecolaminas®”. Assim sendo, estas evidéncias estdo de acordo com os resultados
apresentados mostrando que em células cromafins de murganho as MAPK estéo

envolvidas na libertagdo de catecolaminas induzida pela activagao do receptor Y;.

Para além das MAPK, verificou-se que a activagdo do receptor Y, e a estimulagéo
da libertagdo de catecolaminas em células cromafins de murganho ocorre via um
mecanismo dependente da PKC. A activagdo do receptor Y; e a consequente
activagdo da PKC ja foi descrita noutros tipos de células!'® > ¥ Além disso, foi

também sugerido que a activagao da PKC regula a libertacdo de catecolaminas nas
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células cromafins de outras espécies®® 30 417, 425 448 452 4% Apesar de ainda
controverso, existem alguns estudos que demonstram que a activagdo da PKC
estimula a libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins bovinas, de rato, de
porco e ainda nas células PC12, induzindo um aumento do influxo de ca”, e
consequentemente promovendo a exocitose?®® 3 417. 425 448, 452433 Pgrg glém disso, a
PKC esta ainda envolvida no processo de recrutamento dos granulos cromafins
para a membrana plasmatica e a sua fusdo com a membrana plasmatica e a

consequente exocitose®”.

Neste trabalho demonstrou-se que o NO é um mensageiro intracelular entre a
activagao do receptor Y, e a activagao da PKC. Além disso, o efeito estimulador da
activagado do receptor Y, € inibido por inibidores de NOS, o L-NAME, bem como
pelo inibidor da GC, o ODQ. Estes resultados sugerem que a activagdo da via NO-
GMPc é importante na regulagéo da libertagdo de catecolaminas pelo NPY. O papel
regulador do NO na libertagcdo de catecolaminas pelas células cromafins de
murganho foi ainda confirmado, uma vez que a estimulagdo das células cromafins
de murganho com NOC-18 (dador externo de NO) tem um efeito estimulador na
libertagdo de catecolaminas semelhante ao induzido pelo NPY nas células
cromafins de murganho. De uma forma semelhante ao que foi observado para o
efeito do NPY, a inibicdo da PKC inibiu o efeito estimulador do NOC-18 na
libertagdo de catecolaminas. A estimulagao directa da PKC com o éster de forbol, o
PMA, levou a um aumento na libertagao de catecolaminas que nao foi inibido pelo
inibidor da NOS. Estas evidéncias sugerem que a PKC é activado pela produgao de
NO. Por outro lado, o inibidor das MAPK nao alterou o efeito estimulador do NOC-
18 na libertagdo de catecolaminas. Estes resultados, conjuntamente, indicam que a
libertagado de catecolaminas estimulada pelo NPY ocorre através da activagdo das
MAPK de uma forma independente da via NO-GMPc e da PKC.

O papel do NO como activador da PKC foi anteriormente demonstrado noutros
sistemas, nomeadamente em modelos de coragdo, onde o NO activa a PKC®" ¥,
Outros estudos sugerem que o NO funciona como um mediador intracelular da
activacao do receptor Y,. Em ratos modelos de isquémia-reperfusao, quando o NPY
€ injectado i.c.v. ocorre um aumento dos neurdnios marcados positivamente para a

nNOS, um aumento da actividade da nNOS e da producao de NO®* *I. Estes efeitos
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foram inibidos na presenga do antagonista do receptor Y4, o BIBP 3226 *I, Este
papel do NO como modulador dos efeitos do NPY foi ainda demonstrado noutro
estudo em que o NPY tem um efeito vasodilator através da activacdo do receptor
Y;, e este efeito é inibido na presenca da L-NAME®". Finalmente, outros estudos
demonstram uma relacdo entre a produgédo de NO e a libertagdo de catecolaminas
pelas células cromafins. Na verdade, em células cromafins bovinas e de truta-
francesa o NO activa a GC e funciona como um modulador da libertagdo de
catecolaminagst® 3 %482l

Como conclusdo final, nas células cromafins de murganho, o NPY estimula a
libertacdo de catecolaminas através da activagao do receptor Y,, de uma forma
dependente de Ca®, através da activacao das MAPK e ainda através da produgao
do NO. Neste modelo, o NO funciona como o0 mensageiro intracelular responsavel
pela activagao da GC e da PKC (Figura 3.5).

. Membrana
) plasmatica

~__ ¢ Ca®*

Receptor do NPY Y,

+
. ficaz1
citrulina
+ / \+
/“G Pc
GTP

Grénulo
+
cromafim

Citoplasma +

T leertagao de catecolaminas

Figura 3.5 - As vias de sinalizagcao intracelular acoplados a activagao do receptor Yi e a
estimulagao da libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins de murganho.

Quando o receptor Y, é activado ha um aumento da [Ca®"]; e uma activagdo das MAPK estimulando a
libertagdo de catecolaminas. Por outro lado, a activagédo do receptor Y vai ainda activar a producéo de
NO que, por um lado, activa a PKC e, por outro, activa a GC, sendo estes factores que regulam a
exocitose
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O receptor Y; e a sintese de catecolaminas:
___regulagao do promotor da hidroxilase da tirosina

4.1 Introdugao

O efeito do NPY nas células cromafins € ainda controverso, mas como referido no
capitulo anterior, nas células cromafins de murganho, o NPY aumenta a libertagdo
de catecolaminas através da activacao do receptor Y,. Por outro lado, nas células
cromafins de murganho isoladas de animais Y-/-, 0 NPY n&o altera a libertagcéo de
catecolaminas, o que sugere o envolvimento do receptor Y4 no efeito estimulador do
NPY na libertagdo de catecolaminas das células cromafins de animais controlo™
(Figura 4.1). A TH é a enzima limitante na sintese de catecolaminas cuja regulagao
estda dependente da activagdo de varios locais de ligagcdo dos factores de
transcricdo, como é o caso de CRE, GRE ou mesmo do AP1"" #* 31 e 3 sua
actividade depende da fosforilagdo de alguns do seus residuos de serina (ver
revisdes >+ #%),

As células isoladas de animais Y;-/- apresentam o conteudo intracelular de
catecolaminas e a libertacdo basal de catecolaminas maior do que em animais
Y4+/+. Por outro lado, a actividade da TH nas glandulas supra-renais de animais Y-
/- estda aumentada comparativamente com a actividade desta enzima nas glandulas
de animais controlo Y+/+" (Figura 4.1). Estas evidéncias sugerem que o receptor
Y1 podera regular a enzima TH.

Glandula supra-renal Glandula supra-renal
de murganho (Y,+/+) de murganho (Y,-/-)
PN °

@ Medula

NPY Célula &
cromafim ‘

Célula
cromafim

"l |4 NPY
CA

o
Ce

Figura 4.1 - Representacdo esquematica do efeito no NPY células cromafins de animais que
nao possuem o receptor Y4 (Y4-/-) e animais normais (Yq+/+).

CA

As células cromafins dos animais knock—out Y-/~ libertam mais catecolaminas e a actividade da TH ¢é
maior comparado com os animais controlo Y +/+. (esquema baseado nas resultados da publicagdo ).
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Assim, os objectivos deste capitulo foram: 1) avaliar se ocorre uma interacgéo
molecular entre a TH e o receptor Y4; 2) investigar possiveis cinases envolvidas na
activagao do promotor da TH pela activagdo do receptor Y. Para isso, transfectou-
se uma linha celular derivada de neuroblastoma, SK-N-MC, que apenas expressa o
receptor Y, do NPYU 264 42 461 com um plasmidio que possui uma regido do
promotor da TH acoplado ao gene da luciferase. Este fragmento contém a maioria
dos locais de ligagao dos factores de transcrigao, incluindo o AP1, o GRE e o CRE,
que, como ja foi referido, sdo importantes reguladores da trancrigdo de TH®?. A
actividade da luciferase foi medida pela intensidade de luz emitada aquando da
adicdo do substrato da enzima da luciferase, a luciferina. A actividade de luciferase

traduz a activagdo do promotor da TH (ver Capitulo 2 — Material e Métodos).

4.2 Resultados

4.2.1 O NPY, activando o receptor Y, regula o efeito da forscolina na activacao

do promotor da TH

A linha celular SK-N-MC, depois de transfectada com o promotor do gene da TH
acoplado ao gene da luciferase, foi incubada durante 6 h com diferentes
concentragdes de forscolina. A forscolina aumentou a actividade da luciferase,
devido a activagao do promotor da TH, de uma forma dependente da concentragao
(CEso = 1,4+0,1 yM) (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Activagao do promotor da TH pela forscolina.

As células SK-N-MC foram transfectadas com um plasmideo que contém o gene da luciferase sob o
controlo do promotor do gene da TH e incubadas 6 horas na presenga das concentragbes de forscolina
indicadas. n=4-5

O NPY inibiu o efeito estimulador da forscolina de uma forma dependente da
concentragdo, com Cls,=1,5+0,5 nM (Figura 4.3). O antagonista do receptor Y,
(BIBP 3226, 1 uM) inibiu este efeito do NPY (Figura 4.3 B). Para avaliar o efeito
inibitério do NPY ao longo do tempo, incubaram-se as células SK-N-MC com NPY
durante diferentes tempos de incubagdo, antes e depois da estimulagdo com a
forscolina (Figura 4.3 C). Verificou-se que a incubagao das células com NPY 16 h
antes da estimulagéo com a forscolina diminuiu 27,7+1,9 % actividade da luciferase.
Para tempos de incubagao de 1 h antes da incubagao e 30 minutos depois com a
forscolina, o NPY inibiu em cerca de 70 % o efeito estimulador da forscolina (Figura
4.3 C).
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Figura 4.3 - Inibi¢cao da actividade do promotor da TH pela activagao do receptor Y.

As células SK-N-MC foram transfectadas com um plasmideo que contém o gene da luciferase sob o
controlo do promotor do gene da TH. A) as células foram incubadas durante 10 minutos com diferentes
concentragdes de NPY e estimuladas durante 6 h com forscolina (1,25 uM). B) o efeito do antagonista do
receptor Y4, BIBP 3226 (1 uM), no efeito inibitério do NPY na activagdo da luciferase pela forscolina; C)
Efeito do NPY (1,2 nM) antes e depois da incubagdo com a forscolina. ### p<0.001 em relagédo ao efeito
do NPY (ANOVA de uma via, teste de Dunnet)

4.2.2 O papel da PKA na activagao do promotor da TH

O papel da PKA e da PKC na activagdo do promotor da TH foi avaliado utilizando
um inibidor da PKA (H89) e um inibidor da PKC (Calfostina, CalC). Ambos os

compostos inibiram actividade da luciferase, consequentemente a activacdo do

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

88



O receptor Y; e a sintese de catecolaminas:
___regulagao do promotor da hidroxilase da tirosina

promotor da TH: Clso (H89)= 1,6+0,2 uM e Cls, (CalC)= 860+0,1 nM (Figura 4.4 A,
B). Verificou-se que o H89 (2 uM) inibiu a activacao da luciferase em 57,8+1,7 % e
que a CalC (50 nM) nao teve um efeito significativo (Figura 4.4 C). Quando os dois
inibidores foram usados em conjunto verificou-se que nao existiu um efeito inibitério

aditivo estatisticamente significativo (Figura 4.4 C).
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Figura 4.4 - Efeito da inibicdo da PKA ou da PKC na activagdo do gene do promotor da
TH pela forscolina.

A) As células foram incubadas com forscolina (1,25 pM) na presencga do inibidor da PKA (H89); ou B) na
presenca do inibidor da PKC (CalC); C) as células foram incubadas com forscolina na presenga de CalC
(50 nM) ou H89 (2 uM) ou os dois inibidores em conjunto.*** p<0,001 em relagéo a forscolina (ANOVA
de uma via, teste de Dunnet).

O efeito inibitério do NPY néo foi alterado pelo inibidor da PKA (H89) (Figura 4.5).
Contrariamente, o NPY induziu uma inibicdo da activacdo do promotor da TH na
presenga do inibidor da PKC (CalC, 50 nM), que por si sé ndo produziu qualquer
efeito (Figura 4.5).
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Figura 4.5 - O efeito inibitério do NPY é mediado pela PKA.

As células foram incubadas com o inibidor da PKA (H89, 2 uM) ou com o inibidor da PKC (Calfostina,
CalC, 50 nM) na presenga ou auséncia de NPY (1,1 nM); *** p<0.001 em comparag¢do com a forscolina;
ns - ndo significativo; +++p<0,001 comparando com CalC (50 nM). ANOVA de uma via, teste de
Bonferroni

4.2 Discussao

Os resultados deste capitulo mostram que em células que expressam o receptor Yy,
as células SK-N-MC, a activagao do receptor Y, diminui a actividade do promotor da
TH.

A forscolina ao activar a adenilcilcase contribui para o aumento da concentragao
intracelular de AMPc, que é o mensageiro intracelular responsavel pela activagéao
de cinases como a PKA. Esta cinase vai fosforilar CREB que, por sua vez, fosforila
CREP**9 e o resultado final € uma activagédo ou inibicdo de determinados genes.
O promotor da TH contem locais de ligacdo para os factores de transcricdo, como o
AP1, o GRE e o CRE®¥. No nosso modelo experimental, quando se activa o
promotor da TH ocorre um aumento da trancricido do gene acoplado a este
promotor, neste caso a expressdo da luciferase. Deste modo, a medicdo da
actividade de luciferase permite a medi¢do, de um forma indirecta, da actividade do
promotor da TH.

Neste capitulo, verificou-se que a activagcdo do receptor Y, inibe a activagao do
promotor da TH pela forscolina. O papel do receptor Y; na expressdo da TH foi
sugerido noutros trabalhos: a administracédo do agonista do receptor Y, aumenta o

RNAm e os niveis proteicos da TH na glandula supra-renal de rato™" #3, O papel

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

90



O receptor Y; e a sintese de catecolaminas:
___regulagao do promotor da hidroxilase da tirosina

regulador do NPY na sintese de catecolaminas foi ainda estudado usando animais
“knock-out” para a TH e os autores verificaram que as glandulas supra-renais
destes animais apresentavam maior quantidade de RNAm para o NPY
comparativamente as células cromafins de animais controlo®™. Por outro lado,
resultados obtidos no nosso laboratério em colaboracdo com o Department of
Pharmacology, Drug Development and Therapeutics Itdinen Pitkakatu, Turku
(Finlandia) mostram que animais transgénicos que sobrexpressam o NPY
apresentam uma maior concentragao plasmatica de catecolaminas € uma menor
quantidade de catecolaminas na glandula supra-renal. Estes resultados sugerem
mais uma vez um papel regulador do NPY no conteudo de catecolaminas a nivel da
glandula supra-renal. Além disso, o papel do NPY na fosforilagdo de CREB e a

activagdo do CRE, ja foi investigado em neuroénios de hipocampo de rato*?,

Estes dados s&o concordantes com os resultados apresentados neste capitulo, em
que verificdAmos que o NPY tem um efeito inibidor na activagdo do promotor da TH
pela forscolina, sugerindo a existéncia de uma interacgao molecular entre o receptor
Y, e o promotor da TH, possivelmente a nivel do CRE. Estes resultados podem
ainda explicar o aumento no conteudo intracelular de catecolaminas observada nos
animais “knock-out” Y,-/- comparativamente aos animais controlo Y,+/+™ uma vez
que a auséncia do receptor Y, podera resultar numa auséncia do efeito inibitério do
promotor da TH. Assim, estes resultados indicam que o NPY, além do seu papel no
controlo da libertacdo de catecolaminas, também regula a sintese de NA e AD,

actuando directamente na TH.

Quando as células foram incubadas com NPY um hora depois de estimuladas com
forscolina, o efeito inibitério do NPY na activagdo do promotor da TH pela forscolina
diminui em comparagdo com uma pré-incubagédo, o que podera estar relacionado
com a activagao constitutiva de cinases enddégenas, como por exemplo as MAPK,

que fosforilam CREB de modo a manter a fosforilagdo basal de CRE""> >4,

Nas células SK-N-MC a internalizagao do receptor Y, ocorre apés um curto periodo
de tempo de exposicado ao NPY™ impedindo a dessensibilizagdo do receptor Y.
Este fendmeno foi sugerido como consequéncia de uma internalizagdo do receptor

do receptor Y, e portanto, funciona como um mecanismo adaptativo para impedir

uma estimulagao/inibigdo excessiva ", podendo ainda explicar a ligeira diminuigao
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da activacao do promotor da TH pela forscolina quando as células foram incubadas
16 h antes com NPY.

O aumento da transcricio da TH esta associado a activagdo dos locais de
reconhecimento de factores de transcricdo que estdo no promotor da TH. Tal como
descrevemos neste capitulo, outros autores referem a PKA como uma das
principais cinases envolvidas na transcrigdo do gene da TH™ 2* %9 _Por outro lado,
diversos trabalhos também demonstram que a PKC regula a expressdo da TH!"® 2!
448 No entanto, verificamos que o inibidor da PKC, nas concentragdes usadas
que ndo produzem morte celular, ndo alterou significativamente nem o efeito
estimulador da forscolina nem o efeito inibidor do NPY. Esta auséncia de efeito do
inibidor da PKC sugere que a forscolina ndo activa as vias de transdugéo de sinal
mediadas por PKC e, portanto, as vias PKA e PKC actuam em duas vias
independentes na activagao do gene da TH.

Em conclusdo, o aumento do conteudo intracelular de catecolaminas e o aumento
da libertagdo basal de catecolaminas observado nas glandula supra-renais de
animais Y4-/- €, em parte, explicado pela interacgdo molecular que existe entre o
receptor Y, e o promotor da TH. Assim, o receptor Y; tem um importante efeito
regulador no conteudo intracelular de catecolaminas actuando a nivel do processo
de exocitose e, por outro lado, actuando directamente na regulagdo do promotor da
enzima da sintese de catecolaminas, a TH.
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Figura 4.6 - Representacdao esquematica do efeito da activagao do receptor Y; no
promotor da TH.

A) a forscolina é um activador da adenilciclase (AD). O aumento do AMPc vai activar a PKA, cinase
capaz de fosforilar a proteina de ligagdo ao elemento de resposta AMPc (CREB), que activa o local de
reconhecimento de CREB, CRE, que se encontra no promotor da TH. Assim, ocorre a activagéo da
transcrigdo da TH. B) quando o receptor Y1 do NPY é activado ha uma inibicdo da acumulagdo do AMPc
estimulado pela forscolina. Assim CREB néo ¢é fosforilado e ndo ocorre a activagao do promotor da TH. A
transcrigdo do gene da TH é deste modo inibida.
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O neuropeptideo Y regula a libertacao de catecolaminas
pelas células cromafins de murganho quando
estimuladas por interleucina-18






A IL-1B aumenta a libertagdo de catecolaminas
___nas células cromafins de murganho: papel do NPY

5.1 Introducgao

A activagdo do eixo hipotalamo-glandula pituitaria-suprarrenal (HPA) induz uma
libertacdo de hormonas adrenocorticotréficas e glucocorticdides que modulam a
resposta do sistema imunitario em situagdes patolégicas ou de stresse* ™9, As
catecolaminas e os neuropeptideos podem regular o sistema imunitario® “%. As
concentragbes de IL-1B em circulagdo sdo normalmente baixas, mas podem
aumentar significativamente chegando a quantidades de ordem dos pg/ml em
situagdes patolégicas como em caso de infecgdo, stresse, artrite reumatodide ou
hipertensdao® ' *4, A presenga da IL-1f ja foi demonstrada em células cromafins
noradrenérgicas de rato e de murganho“™ “4. O papel da IL-1B nas células
cromafins bovinas e de rato s&o ainda controversas, alguns estudos sugerem que a
IL-1B estimula a libertagdo de catecolaminas!® *" outro refere que a IL-1pB inibe a
libertagdo de catecolaminas estimuladas com a acetelicolina®. As citocinas
regulam a biossintese e a libertagdo de neuropeptideos das células cromafins
bovinas®. Estes resultados sugerem que as citocinas poderdo ter um papel
importante na regulagdo da medula da glandula supra-renal. Sabe-se ainda que o
NPY é sintetizado e libertado das células cromafins de murganho e humanas™ ™,
mas nao foi ainda investigado a fungéo das citocinas na libertagado de NPY.

Assim, os objectivos deste capitulo sdo: 1) avaliar o papel da IL-1B na libertagdo de
catecolaminas (NA e AD) e do NPY pelas células cromafins de murganho; 2)
estudar o papel do NPY endogeno na libertacdo de catecolaminas quando as

células cromafins de murganho s&o estimuladas pela IL-1.

5.2 Resultados

5.2.1 AIL-1B aumenta a libertagdo de NPY nas células cromafins de murganho

As células cromafins de murganho foram incubadas com IL-1 (5, 10 e 20 ng/ml) e
observou-se um aumento da libertagcdo de NPY (Figura 5.1). A IL-18 (10 ng/ml)
induziu um aumento de 3,3+0,4 vezes na libertacdo de NPY relativamente a sua
libertacdo basal (Figura 5.1). Para avaliar a especificidade do efeito da IL-13, pré-

incubaram-se as células durante 30 minutos com o antagonista do receptor (IL-1ra),
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e, em seguida, as células foram incubadas com IL-1ra na presenca ou auséncia de
IL-1B. O IL-1ra diminuiu significativamente a libertacdo de catecolaminas estimulada
pela IL-1f3 (Figura 5.1). O IL-1ra ndo alterou a libertagdo basal de NPY (Figura 5.1)
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5.1 - Efeito da IL-18 na libertacdo de NPY das células cromafins de murganho.

As células foram incubadas durante 10 minutos com Tamp&o de Krebs (libertagdo basal) ou com
Tampao Krebs na presencga de IL-1B (5, 10 e 20 ng/ml). Para avaliar o efeito do antagonista do receptor
da IL-1B (IL-1ra), as células foram pré-incubadas durante 30 minutos com IL-1ra (1 yg/ml) e 10 minutos
na presenga ou auséncia de IL-18 (10 ng/ml). A libertacdo de NPY foi quantificada pelo método de
ELISA, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a
percentagem de libertagdo em relagédo a libertagdo basal. Média + SEM, 3-8 experiéncias de culturas
primarias de células cromafins de murganho, condigdo em triplicado. **p<0,01 comparado com a
libertagéo basal; +p<0,05 e +++p<0,001 comparado com IL-1f3 (10 ng/ml).

5.2.2 A IL-18 aumenta a libertagido de catecolaminas (NA e AD): efeito
regulado pelo NPY

A incubagdo das células cromafins de murganho com IL-13 (5, 10 e 20 ng/ml)
induziu um aumentou da libertagdo de catecolaminas (Figura 5.2). Quando as
células foram pré-incubadas com IL-1ra (1 pg/ml) observou-se uma inibigdo da
libertacdo de catecolaminas em comparacdo com o efeito da IL-1B (10 ng/ml)
(Figura 5.2). O IL-1ra n&o alterou a libertacao basal de catecolaminas (resultados
ndo apresentados). A IL-1B nas concentragdes de 10 e 20 ng/ml provocou um maior
aumento na libertagdo de NA do que na libertagdo de AD (Figura 5.2).

Para avaliar o papel do NPY na libertagdo de catecolaminas estimulada pela IL-1p,

incubaram-se as células com o anticorpo monoclonal anti-NPY (NPYQ05, 6 ug/ml).
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Este anticorpo liga-se ao grupo carboxilico do NPY, fraccdo responsavel pela
bioactividade do receptor NPY Y4, Y, e Y5

A imunoneutralizagdo do NPY diminuiu em 74,7+13,7 % e 61,617,6 % a libertagao
de NA e AD, respectivamente, quando as células cromafins de murganho foram
estimuladas por IL-13 (Figura 5.2). O antagonista do receptor Y, (BIBP 3226,1 uM),
inibiu o efeito da IL-18 em 58,0£9,2 % e 94,746,5 % na libertagdo de NA e AD,

respectivamente (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - O efeito estimulador da IL-1B na libertacdo de catecolaminas (NA e AD) das
células cromafins de murganho é inibido pelo antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra),
pelo anticorpo anti-NPY e pelo antagonista do receptor Y1 (BIBP 3226).

As células foram incubadas durante 10 minutos com o Tampé&o Krebs (libertagdo basal) ou com Tampéo
Krebs na presencga de IL-183 (5, 10 e 20 ng/ml). As células cromafins de murganho foram pré-incubadas
durante 30 minutos com IL-1ra (1 pg/ml), com o anticorpo anti-NPY (NPY05, 6 pg/ml) ou com o
antagonista do receptor Y, (BIBP 3226, 1 uM) e 10 minutos na presenga dos referidos farmacos na
presenca de IL-18 (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no
capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a percentagem de libertagdo em
relacdo a libertagdo basal. Média + SEM, 3-8 experiéncias de culturas de células cromafins de
murganho; cada condigéo foi realizada em triplicado. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado com a libertagéo
basal; +p<0,05, ++p<0,01 e +++p<0,001 comparado com IL-13 (10 ng/ml); #p<0,05 comparando com a
libertacdo de NA. ANOVA de duas vias, post-hoc

O efeito da IL-1B na libertagdo de catecolaminas ao longo do tempo avaliou-se
através de experiéncias de perfusdo. Como se pode observar na Figura 5.3, a IL-1(3
(10 ng/ml) aumentou a libertacao de catecolaminas, ocorrendo um aumento de

10,1£2,2 e 3,3+0,4 vezes da area debaixo da curva (AUC/10 minutos de libertagédo
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de catecolaminas) de libertacdo de NA e AD (Figura 5.3). A libertagdo maximo de
NA e AD foi atingida ao minuto 17, o que significa 5 minutos depois de aplicado o
estimulo, 10ng/ml IL-1B, nas células cromafins de murganho. Apds a remocgéo da
IL-1B, os niveis de libertagdo de catecolaminas regressaram para valores basais de
libertagdo. Esta observagdo permite excluir a possibilidade de toxicidade da IL-1B

na viabilidade das células cromafins de murganho.
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Figura 5.3 — Efeito da IL-18 na libertacdo de catecolaminas (NA e AD), ao longo do
tempo, pelas células cromafins de murganho usando um sistema de perfusao.

As células cromafins de murganho foram perfundidas a 0,7 ml/minuto, como descrito no capitulo 2, com
Tampao Krebs e em seguida com o Tampao Krebs com IL-18 (10 ng/ml) durante 10 minutos. As
fracgdes para a quantificagao de catecolaminas foram recolhidas a cada 2 minutos. A libertacdo de NA e
AD foi expressa relativamente ao conteudo intracelular; experiéncia representativa de 3 experiéncias
independentes. As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de
Material e Métodos (capitulo 2). Os resultados sdo expressos como a percentagem de libertacdo em
relagédo ao conteudo intracelular.

5.3 Discussao

Neste capitulo, demonstrou-se que um periodo curto de incubagao (5 a 10 minutos)
é suficiente para a IL-1B estimular a libertacdo de NPY e de catecolaminas das
células cromafins de murganho. O facto do IL-1ra inibir o efeito estimulador da IL-13
demonstra que o efeito da IL-1B é especifico e que ocorre através da ligacdo ao
receptor da IL-1B (IL-1RI). Ao usar o sistema de perfusdo, foi possivel demonstrar
que a IL-1B tem um efeito rapido na libertagdo de catecolaminas nas células
cromafins de murganho. E interessante salientar que a IL-1B provocou um maior

aumento da libertagdo de NA do que na libertagao de AD. Este efeito diferencial na
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libertacdo das duas catecolaminas das células cromafins ja foi observado quando
as células sdo estimuladas com outros segretagogos como a nicotina ou o KCI™ %
“¢ Esta diferenga na resposta na libertacdo de catecolaminas em resposta a IL-1
podera estar relacionado com diferengas do nimero de receptores para a IL-1B
entre células adrenérgicas e células noradrenérgicas. Por outro lado, segundo
Kuwaishima et al. (2000), estas diferencas poderédo estar associadas a diferencas

na maquinaria de segregacao entre células noradrenérgicas e adrenérgicas®?.

A presencga de IL-13 nas células cromafins ja foi observada em varias espécies
como no rato, no murganho € no homem™. Além disso, a sintese de IL-1B na
supra-renal é sugerida pela detecgdo de RNAm em células cromafins normais e
tumorais™® . Assim, estes dados sugerem que a IL-1B libertada pelas células
cromafins podera ter um efeito autécrino na libertagdo de catecolaminas. No
entanto, neste capitulo observou-se que o IL-1ra por si s6 ndo alterou a libertagao
de NPY nem de catecolaminas sugerindo que a IL-1p libertada endogenamente n&o
tem um efeito autécrino e/ou paracrino na libertagdo basal de catecolaminas das
células cromafins de murganho. Ou, por outro lado, a libertagcdo de IL-1B nas
condi¢cdes experimentais utilizadas ndo é suficiente para induzir um aumento de

libertacao de catecolaminas e de NPY.

Apesar dos niveis circulantes de IL-1B serem normalmente baixos, podem
aumentar em condigbes de infecgdo, de stresse ou hipertensdo® . Assim, nestas
condi¢des patolégicas o aumento da IL-1B podera levar a um aumento dos niveis
plasmaticos de catecolaminas. Assim, pode sugerir-se que a IL-1 € um importante
regulador da concentragao plasmatica de catecolaminas em condi¢des patoldgicas.
Este aumento de catecolaminas na corrente sanguinea levara a activagdo de
receptores adrenérgicos que resultam na vasoconstricdo, no aumento da pressao
sanguinea e na resisténcia vascular periférica, que podera agravar as condi¢des
patolégicas do individuo®.

Neste capitulo demonstrou-se, ainda, que a IL-18 aumenta a libertagdo de NPY das
células cromafins de murganho. Outro estudo descreve que IL-1B modula a sintese
e a libertagdo de neuropeptideos nas células cromafins de bovino. Assim, a IL-1(3
aumenta a sintese da substancia P na presenca de forscolina™®, aumenta os niveis
do RNAm do VIP, galanina e secretogranina Il e a libertagdo da secretoneurina das
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células cromafins bovinas®. Por outro lado, foi igualmente demonstrado que o NPY
€ um modulador do sistema imunitario, uma vez que estimula a producido de
histamina pelos mastécitos, a adesédo de leucécitos, a agregagcédo de plaquetas, a
activagdo dos macréfagos e, ainda, potencia a acgdo das catecolaminas nas
respostas imunitarias®. Neste capitulo, demonstramos que o NPY induz a
libertagao de catecolaminas das células cromafins de murganho através do receptor
Y,, e que a imunoneutralizagdo do NPY inibiu o efeito estimulatério da IL-1B na
libertacdo de catecolaminas. Estes resultados sugerem que o papel estimulador da
IL-1B na libertacdo de catecolaminas é regulado pelo NPY através da activagao do
receptor NPY Y, Assim, quando a IL-13 aumenta a libertacdo de catecolaminas e
de NPY, este peptideo, por sua vez, tem um efeito adicional na estimulagdo da
libertacdo de catecolaminas ocorrendo um feedback positivo (Figura 5.4). Deste
modo, o NPY podera ter um papel regulador importante entre o sistema imunitario e
a glandula supra-renal em especial em condi¢des fisiopatolégicas em que ocorre
um aumento da IL-1B circulante, como em situacbes de sepsia, stresse e

hipertenséo.
IL-18
LRI Y, receptor
Célula +
cromafim
+ +
Gréanulo D NPY
cromafim
NPY
@
HE )
et i

Corrente sanguinea

Figura 5.4 - Representacao esquematica do efeito regulador do NPY na libertagdo de
adrenalina (AD) pelas células cromafins adrenérgicas de murganho quando
estimuladas pela IL-B.

A IL-1B liga-se ao receptor da IL-1 (IL-1RI) estimula a libertagdo de AD e do neuropeptideo Y (NPY). O
NPY que é libertado vai ligar-se ao receptor NPY Y, que por sua vez, induz um aumento adicional na
libertagédo de AD.

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

102



Capitulo 6

A libertagao de catecolaminas das células cromafins
humanas estimuladas pela interleucina-1f: papel do
neuropeptideo Y e do monodxido de azoto






A IL-1B aumenta a libertagdo de catecolaminas nas
___células cromafins humanas: papel do NPY e do NO

6.1 Introducgao

Em resposta a diferentes estimulos, como o stresse, ocorre a estimulagdo do nervo
esplancnico que actua nas células cromafins da medula da supra-renal, e estas
libertam catecolaminas para a circulagdo sanguinea que v&o actuar em varios
orgaos alvo e mesmo no sistema imunitario® *“?. Os neuropeptideos e as citocinas
séo co-libertadas com as catecolaminas das células cromafins ou encontram-se em
circulagdo na corrente sanguinea * 2 *3 Como ja foi referido, a concentracao
plasmatica de IL-1B aumenta significativamente em certas situagdes patoldgicas®™
125, 9%, 382519 O papel da IL-1B na libertagdo de catecolaminas ja foi estudado em
varias células cromafins ndo humanas!’” ' %6 4 %71 assim como nas células
cromafins de murganho (Capitulo 5). Varios sdo os mecanismos intracelulares
associadas a libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins como é a PKC, a
PKA e a MAPK, ou mesmo, o NO, como modulador da libertagdo basal e
estimulada de catecolaminas!® '+ 2> 35 4% Pgra além deste papel na libertacdo de
catecolaminas, a IL-1B esta igualmente envolvida na regulagdo da biossintese e
libertacdo de neuropeptideos pelas células cromafins bovinas®, mas o efeito das

citocinas na libertagdo de NPY ainda nao foi investigado.

A libertagdo de catecolaminas das células cromafins esta dependente da sintese de
catecolaminas e, consequentemente, com a actividade da TH. Este equilibrio entre
libertacdo e sintese permite a manutengdo do conteudo intracelular de
catecolaminas®". A actividade da TH é regulada por diferente cinases que

modificam no seu estado de fosforilagdo®”: PKA, PKC e MAPK®? 213301302

Assim, os objectivos deste capitulo séo: 1) verificar o papel da IL-1B na libertagéo e
sintese de catecolaminas nas células cromafins humanas; 2) avaliar o papel do
NPY na libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas estimuladas
por IL-1B; 3) investigar os mecanismos intracelulares envolvidos no efeito da IL-1B
na libertagdo de catecolaminas e de NPY nessas células: papel do NO; 4) estudar
0s mecanismos de sinalizagao intracelular acoplados ao receptor Y; do NPY que

estimulam a libertagao de catecolaminas pelas células cromafins humanas.
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6.2 Resultados

6.2.1 A IL-1B estimula a libertagao e a sintese de catecolaminas das células

cromafins humanas

A IL-1B (5, 10 e 20 ng/ml) estimulou a libertagdo de catecolaminas (NA e AD) das
células cromafins humanas (Figura 6.1). Na concentracdo de 10 ng/ml, a IL-1
induziu um aumento na libertacdo de NA e AD de 3,1+0,3 e 2,6+0,2 vezes,
respectivamente, comparativamente com a libertagédo basal (Figura 6.1). O IL-1ra (1
pg/ml) diminuiu significativamente a libertagdo de catecolaminas (Figura 6.1). O IL-
1ra por si s6 nao alterou a libertagcao basal de catecolaminas (Figura 6.1).
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Figura 6.1 - O efeito da IL-1B na libertacdo de catecolaminas pelas células cromafins
humanas.

As células foram incubadas durante 10 minutos com o tampé&o Krebs (libertagéo basal), ou com Tampéao
Krebs com IL-1B (5, 10, 20 ng/ml). As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com IL-1ra (1
pg/ml) e durante 10 minutos na presenga de IL-13 (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por
HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a
percentagem de libertagdo em relagdo a libertagdo basal. MédiatSEM, 3-6 de culturas de células
cromafins humanas; cada condigdo foi realizada em triplicado. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001
comparado com a libertagdo basal; ++p<0,05, e +++p<0,001 comparado com IL-13 (10 ng/ml); ANOVA
de duas vias, post-hoc

O efeito estimulador da IL-1B na libertagao de catecolaminas foi inibido na presenca
de um inibidor da TH, alfa-metil-para-tirosina (AMPT, 1uM) (Figura 6.2 A).
A actividade da TH aumenta em resposta a fosforilagdo que ocorre nos residuos

especificos da TH localizados no terminal amina, nomeadamente ao nivel do
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residuo Ser*®™* 29 Avaliou-se a fosforilacdo do residuo Ser® da TH, por
experiéncias de Western Blot, nas células cromafins humanas com 2, 5 e 10
minutos de estimulagdo com IL-1B3. Apds incubacgédo da IL-13 durante 2 minutos,
observou-se um aumento no nivel de fosforilagdo de 1,4+0,2 vezes em relagdo ao
controlo (Figura 6.2). Como controlo positivo, usamos a estimulacdo das células
durante 4 minutos com forscolina 1uM™ onde se observou um aumento da
fosforilagdo de 1,54+0,13 vezes em relagdo a uma situagao basal (resultados néo

apresentados).
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Figura 6.2 - Efeito da inibicdo da TH na libertacdo de catecolaminas estimulada pela IL-
1B; o efeito da IL-1B na fosforilagao da TH.

A) As células foram incubadas durante 10 minutos com um inibidor da TH (AMPT, 1 uM) na presencga de
IL-1B (10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de
Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a percentagem de libertacdo em relagdo a
libertagéo basal. Média + SEM, 3 de culturas de células cromafins humanas; cada condigéo foi realizada
em triplicado. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado com a libertagédo basal; +++p<0,001 comparado com IL-
1B (10 ng/ml);. ANOVA de duas vias, post-hoc. B) Imunoblot dos niveis de fosforilagdo da TH no residuo
Ser* em relagdo a proteina total numa situagdo controlo, forscolina (1 uM) durante 4 minutos e IL-1B (10
ng/ml) durante 2, 5 e 10 minutos. C) A quantidade de TH fosforilada foi avaliada usando o anticorpo anti-
TH e anti-TH fosforilada no residuo Ser*. O nivel de fosforilagdo da TH é expresso pela raz&o entre o
nivel de fosforilagdo no residuo Ser”® e a proteina total. Os resultados s30 expressos como a
percentagem de fosforilagdo em relacédo a fosforilagdo de uma situagéo controlo (média + SEM), 3 - 5
culturas de células de cromafins humanas. *p<0,05 e **p<0,01 em relagédo ao controlo.
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6.2.2 O NPY endégeno regula a libertagdo de catecolaminas estimuladas pela
IL-18 em células cromafins humanas.

A IL-1B (5, 10 e 20 ng/ml) aumenta a libertacdo de NPY (Figura 6.3). Na
concentragcdo de 10 ng/ml, a IL-1B induziu um aumento de libertagcdo de NPY de
5,6+1,4 vezes comparativamente a libertagdo basal (Figura 6.3). O IL-1ra (1 pg/ml)
inibiu significativamente a libertagdo de NPY estimulada pela IL-18 (10 ng/ml)
(Figura 6.3). O IL-1ra n&o alterou a libertagao basal de NPY (Figura 6.3).
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Figura 6.3 - O efeito da IL-1B na libertacdo de NPY das células cromafins humanas
estimuladas com IL-1f na libertagdo de catecolaminas.

As células foram incubadas durante 10 minutos com Tampao Krebs (libertagéo basal) ou com Krebs com
IL-1B (5, 10 e 20 ng/ml). A libertagéo de NPY foi quantificada pela técnica de ELISA. *p<0,05 e **p<0,01

comparado com o basal. +++p<0,001 comparado com IL-13 (10 ng/ml). ANOVA de uma via, teste de
Bonferroni.

O papel do NPY enddgeno na libertagao de catecolaminas estimuladas por IL-1f3 foi
avaliado, incubando as células com o anticorpo monoclonal, anti-NPY (NPY05, 6
pg/ml), que se liga ao terminal carboxilico do NPY que é necessario para a
bioactividade do NPY na ligagdo aos receptores de NPY. A imunoneutralizagdo do
NPY diminuiu em 60,474 % e 68,4+19,8 % a libertacdo de NA e AD,
respectivamente, estimulada pela IL-18 (Figura 6.4). A inibicdo induzida pelo IL-1ra
juntamente com o anticorpo anti-NPY nao foi significativamente diferente da inibicdo

produzida pelo IL-1ra e pelo anticorpo anti-NPY isoladamente (Figura 6.4).
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Figura 6.4 O efeito do NPY enddégeno na libertacdo de catecolaminas pelas células
cromafins humanas estimuladas por IL-1.

As células foram pré-incubadas com o anticorpo anti-NPY (6 pg/ml) ou com o IL-1ra (1 pg/ml) e durante
10 minutos com anti-NPY (6 pg/ml) ou IL-1ra (1 pg/ml) ou os dois conjuntamente na presencga de IL-13
(10 ng/ml). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e
Métodos. Os resultados sdo expressos como a percentagem de libertagdo em relagéo a libertagéo basal.
Média + SEM, 3-6 de culturas de células cromafins humanas; cada condigao foi realizada em triplicado.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com a libertagdo basal; +p<0,05, e +++p<0,001 comparado
com IL-1B (10 ng/ml);. ANOVA de duas vias, post-hoc.

6.2.3 O NO e a libertagdo de catecolaminas nas células cromafins humanas

6.2.3.1 Imunohistoquimica para a TH e nNOS nas células cromafins da medula
supra-renal

Realizaram-se cortes de glandulas supra-renais humanas, que foram seccionadas e
foram marcadas com o anticorpo anti-TH e com o anticorpo anti-nNOS. Verificou-se
que as fatias das glandulas supra-renais apresentavam marcagédo para a TH na
medula (Figura 6.5). Observou-se ainda marcagdo para nNOS nas células da
medula da glandula supra-renal, indicando deste modo a presenga de nNOS nas
células cromafins humanas (Figura 6.5).
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Figura 6.5 - Imunohistoquimica para sec¢ées de parafina marcadas para nNOS (A), TH
(B) e o C representa o controlo negativo.

As fatias de espessura 3 ym de espessura foram incubadas com a solugdo de anticorpo primario contra
a TH (1:1000), ou contra a nNOS (1:100) em PBS 0,1 M com 0, 5 % de Triton X -100 e NGS (soro
normal de cabra) durante noite a 4 °C. Apos trés lavagens a temperatura ambiente com 0,1 M PBS com
2 % de NGS, as fatias foram incubadas durante 1 hora & temperatura ambiente com uma solucdo de
imunoglobulinas contra coelho biotiniladas (1:200) e incubadas durante 1 hora com o substrato de
peroxidade, DAB. Em seguida, as fatias foram coradas com o sistema de avidina-biotina-peroxidade.

6.2.3.2 Papel do NO na libertagao de catecolaminas estimuladas pela IL-1p.

O inibidor da NOS, L-NAME (500 uM), inibiu o efeito estimulador da IL-1B (Figura
6.6). O efeito do L-NAME por si s6 nao alterou a libertagcdo de catecolaminas
(resultados nao apresentados). O estereocisémero D-NAME (500 yM) também nao
alterou a libertagdo de catecolaminas (resultados n&o apresentados). O inibidor
selectivo da enzima guanilil-ciclase (GC, ODQ, 50 puM), diminuiu a libertacdo de
catecolaminas estimuladas por IL-13 (Figura 6.6). O efeito do NO na libertagdo de
catecolaminas das células cromafins humanas foi avaliado usando um dador
externo de NO (NOC-18, 100 uM). Este aumentou a libertagcdo de NA e AD de
3,3+0,3 e 2,910,2 vezes (Figura 6.6).

O efeito estimulador do NOC-18 foi completamente inibido na presenga de ODQ,
sugerindo que a GC é um alvo do NO neste mecanismo intracelular de indugéo de

libertacdo de catecolaminas das células cromafins humanas.
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Figura 6.6 - O papel do NO na libertacdo de catecolaminas de células cromafins
humanas.

As células foram incubadas com o inibidor da NOS (L-NAME, 500 pM) ou com o inibidor da GC (ODQ,
50 pM) na presenga de IL-1B (10 ng/ml). As células foram ainda incubadas com o dador externo de NO
(NOC-18, 100 uM), na presenga ou auséncia do inibidor da GC (ODQ, 50 uM). As catecolaminas foram
quantificadas por HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sao
expressos como a percentagem de libertacdo em relagéo a libertagédo basal. Média + SEM, 3 de culturas
de células cromafins humanas; cada condigéo foi realizada em triplicado. ***p<0,001 comparando com o
basal; +++p<0,001 comparando com IL-18 (10 ng/ml); ###p<0,001 comparando com NOC-18 (100 uM).
ANOVA de duas vias, post-hoc.

6.2.4 Papel das cinases MAPK, PKA e PKC na libertagdo de catecolaminas

estimuladas pela IL-B

Para avaliar o papel das cinases MAPK, PKA e PKC no efeito estimulador da IL-1(,
as células foram pré-incubadas durante 20 minutos com o inibidor das MAPK (PD
98059, 50 uM), ou da PKA (H89, 1uM) ou da PKC (bisindoliimaleimida, 1 pM),
seguido de uma estimulagdo de 10 minutos com a IL-1B (10 ng/ml). Na presenca
dos inibidores das MAPK e do inibidor da PKC, o efeito da IL-1(3 foi inibido (Figura
6.7A). O inibidor da PKA n&o alterou o efeito da IL-1p (Figura 6.7A). Por outro lado,
o efeito estimulador do dador de NO, (NOC-18, 100 uM), foi inibido apenas na
presenca do inibidor da PKC (Figura 6.7B). Quando a PKC foi directamente
activada pelo éster de forbol (PMA, 200 nM) observou-se um aumento de 3,110,4 e
3,410,4 vezes na libertacdo de NA e AD, respectivamente, em relagao a libertagao
basal (Figura 6.7 B). O efeito do PMA nas células cromafins humanas nao foi
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alterado na presenca de L-NAME (Figura 6.7 B). Estes resultados sugerem que a

PKC é activada pela producado de NO apds um estimulo com IL-1p3.
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Figura 6.7 - Mecanismos intracelulares envolvidos na libertagdo de catecolaminas de
células cromafins humanas estimuladas com IL-1B (10 ng/ml).

A) As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com o inibidor das MAPK (PD 98059, 50 uM), ou
da PKA (H89, 1 uM) ou da PKC (bisindoliimaleimida, 1 uM) e em seguida estimuladas durante 10
minutos com IL-1B (10 ng/ml) na presenga de cada um dos inibidores. B) Apods pré-incubadas com os
inibidores, as células foram incubadas durante 10 minutos com os inibidores das MAPK e da PKC na
presenca de NOC-18 (100 uM). As células foram ainda incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM),
na presenca ou auséncia de L-NAME (500 pM). As catecolaminas foram quantificadas por HPLC, como
esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a percentagem de
libertacdo em relagéo a libertagdo basal. Média £+ SEM, 3-6 de culturas de células cromafins humanas;
cada condigdo foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o basal; ++p<0,01 e
+++p<0,001 comparado com IL-1B (10 ng/ml); §§§p<0,001 comparado com NOC-18 (100 uM).
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6.2.5 A libertagdo de catecolaminas estimulada por NPY envolve a via das
MAPK e a via PKA/NOS/PKC

Os resultados descritos na secgao 6.2.2 mostram que o NPY libertado regula, por
um mecanismo desconhecido, a libertacdo de catecolaminas estimulada por IL-1B
(Figura 6.4). Quando as células cromafins foram pré-incubadas com os inibidores
das MAPK, de PKC ou de PKA ocorreu uma diminuigado significativa na libertagédo
de catecolaminas estimuladas pelo NPY 100 nM (Figura 6.8 A). Por outro lado,
também se verificou que este efeito estimulador do NPY era inibido na presenca de
L-NAME e de ODQ. Estes dados sugerem que o NO também esta envolvido no
efeito estimulador do NPY na libertacdo de catecolaminas (Figura 6.8 A). Uma vez
que o envolvimento do NO/PKC ja foi descrito na secgéo anterior (6.2.4), o papel da
PKA entao também foi estudado. Assim, as células foram estimuladas com NOC-18
na presenga de um inibidor da PKA (H89, 1 uM) e noutro conjunto de experiéncias,
as células foram estimuladas com um activador da PKA (forscolina, 1 uM) na
presenca ou auséncia de L-NAME. Como resultado final, observou-se que o inibidor
da PKA nao alterou o efeito do NOC-18 na libertacdo de catecolaminas, mas o
efeito estimulador da forscolina foi inibido na presenga de L-NAME, indicando que a
activagdo da NOS é dependente da PKA quando esta é activada pelo NPY (Figura
6.8 B).
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Figura 6.8 - Vias de transducao de sinal acopladas ao receptor do NPY Y; que estimula
a libertagdo de catecolaminas das células cromafins humanas

A) As células foram pré-incubadas durante 30 minutos com um inibidor das MAPK (PD 98059, 50 uM),
da PKA (H89, 1 uM), da PKC (bisindoliimaleimida, 1 pM) ou inibidor da NOS, (L-NAME 500 pM). ou da
GC (ODQ, 50 uM) e em seguida estimuladas durante 10 minutos com IL-18 (10 ng/ml) na presenca de
cada um dos inibidores. B) Apds a pré-incubagédo inibidores da PKA ou L-NAME as células foram
incubadas durante 10 minutos com NOC-18 (100 pM) ou forscolina (1 uM), respectivamente. As células
foram ainda incubadas com o éster de forbol, PMA (200 nM). As catecolaminas foram quantificadas por
HPLC, como esta descrito no capitulo de Material e Métodos. Os resultados sdo expressos como a
percentagem de libertagdo em relagdo a libertagdo basal. Média + SEM, 3-6 de culturas de células
cromafins humanas; cada condigdo foi realizada em triplicado. **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com o
basal; ++p<0,01 e +++p<0,001 comparado com NPY (100 nM); ### p<0,001 comparado com forscolina
(1 uM).
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6.3 Discussao

Neste capitulo foi possivel observar que i) a IL-1f estimula a libertacdo de
catecolaminas pelas células cromafins humanas; ii) a IL-f regula a actividade da
TH, induzindo a fosforilagdo do residuo Ser*® da TH; i) o efeito estimulador da IL-
1B na libertacdo de catecolaminas é dependente da activagdo da via das MAPK e
ainda da produgédo de NO com a activagdo da PKC e da GC; iv) a IL-1B estimula a
libertagdo de catecolaminas e de NPY que, por sua vez, induz um aumento
adicional de catecolaminas activando as mesmas vias que a IL-1B e através da via
PKA-NO (Figura 6.9). Este trabalho, demonstra pela primeira vez, um importante
papel regulador do NPY e do NO na libertagcdo de catecolaminas pelas células

cromafins humanas estimuladas pela IL-1pB.

A IL-1B8 aumenta a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas

Neste capitulo observou-se que a IL-1B estimula a libertagdo de catecolaminas (NA
e AD) pelas células cromafins humanas e que o IL-1ra inibe este efeito estimulador
da IL-1B, o que demonstra que a IL-1B se liga ao seu receptor IL-1RI, para exercer
o efeito estimulador. O papel da IL-1B na libertagdo de catecolaminas ja tinha sido
descrito em células cromafins nao-humanas. Por exemplo, o efeito estimulador da
IL-1B exdgena foi descrito em células cromafins bovinas ou de rato que foram
previamente incubadas durante 24 h com IL-1B"" ' #" 41 No capitulo 5, o efeito
estimulador da IL-1B nas células cromafins de murganho foi semelhante ao
observado pelas células cromafins humanas. No entanto, outro estudo demonstrou
que a IL-1B inibe a libertacdo de catecolaminas das células cromafins bovinas por
inibicdo do influxo do Ca®* . Nas nossas condicdes experimentais, o IL-1ra por si
s6 nado alterou a libertagdo ndo estimulada de catecolaminas, sugerindo que a
quantidade de IL-1B endogenamente produzida ndo é suficiente para induzir o
processo de libertagdo de catecolaminas. No entanto, sabe-se que em situagbes de
infecgdo, trauma, stresse ou hipertensdao ocorre um aumento na circulagdo
sanguinea de IL-1f para niveis superiores a 100 ng/ml, mas apenas s&o
necessarias baixas concentragdes da IL-13 (normalmente na ordem de pM) para

que os seus receptores sejam activados e ocorra uma respostal® . & 125 355 382, 516
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Assim, os nossos resultados e estas observagdes referidas sugerem que a IL-13

regula os niveis plasmaticos de catecolaminas em condigdes patoldgicas.

A IL-1B8 induz o aumento na sintese de catecolaminas pelas células cromafins
humanas

A IL-1B aumentou a fosforilagdo do residuo Ser® apds 2 minutos de estimulagao
com a IL-1B. Contrariamente a Morita et al. (2004), que sugere que a IL-1B nao
alterava a sintese de catecolaminas porque nao observara qualquer alteragdo ao
nivel da razdo NA/(NA+AD)® neste capitulo verificou-se que IL-13 aumentou a
fosforilagdo no residuo de Ser* da TH, que é um indicador da actividade da enzima
de sintese das catecolaminas, a TH. O inibidor da TH, AMPT, inibe o efeito
estimulador da IL-1B. Ambos os resultados indicam que a IL-13 modula a TH e,
portanto, a sintese de catecolaminas. Varios estudos sugerem que em células
cromafins a TH pode ser fosforilada envolvendo varios mecanismos como sendo o
AMPCP2 .29 o Cg?* 20,3497 a5 proteinas cinases dependentes de GMPc™ e as
MAPK®*_ A fosforilagdo da TH aumenta a actividade da TH e, consequentemente, a
sintese de catecolaminas que, por sua vez, podera induzir uma libertacdo de
catecolaminas. Ou seja, a homeostase intracelular de catecolaminas nas células
cromafins humanas estimuladas com IL-18 é regulada através de um equilibrio

entre a sintese e a libertagédo de catecolaminas.

O NO regula a libertagéo de catecolaminas estimuladas pela IL-183

Neste capitulo demonstrou-se a presenga de nNOS nas células cromafins de
medula supra-renal humana por imunohistoquimica. A presenga de nNOS noutras
células cromafins ndo-humanas ja foi demonstrada anteriormentg®® 3% 41" 482,

Tal como descrito nas células cromafins de murganho (Capitulo 5), neste capitulo
observou-se que a libertagdo de catecolaminas estimulada pela IL-13 é inibida na
presenga do inibidor da NOS (L-NAME), sugerindo que o NO regula a libertagdo de
catecolaminas pelas células cromafins humanas. Os resultados que confirmam a
fungdo reguladora do NO na libertagcdo de catecolaminas foi o aumento da
libertacdo de catecolaminas quando estimuladas por um dador externo de NO, o
NOC-18. O envolvimento da GC e da produgdo de GMPc na libertagdo de
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catecolaminas é fortemente sugerido pelo facto do inibidor da GC (ODQ) inibir o
efeito estimulador da IL-1B na libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins
humanas. Para além disso, o L-NAME nao alterou a libertagcdo basal de
catecolaminas. Os resultados sugerem que em condigdes basais, o0 NO nao regula
a libertacdo de catecolaminas, mas regula, por outro lado, a libertagdo de
catecolaminas estimuladas por IL-1B. Resultados contraditérios, aos aqui
apresentados, estdo descritos na literatura, em que diversos trabalhos referem que
o NO, em células cromafins ndo-humanas, tem um efeito inibidor na libertagao
basal de catecolaminas! %% 414 466481482 'hem como um efeito inibidor na libertagao de
catecolaminas estimuladas por acetilcolina, nicotina ou KC|t® 3% 34731 - Além do NO
poder ser produzido pelas proprias células cromafins, o NO pode ser também
produzido por outras células, como as células endoteliais e as fibras nervosas que
estdo em contacto com as células cromafins®® % 2 41 Assim, o NO actuando
através de um mecanismo paracrino/autocrino regula a libertagdo de catecolaminas

pelas células cromafins humanas.

A IL-18 estimula a libertagao de catecolaminas através da activagao via das MAPK
e atavés da via PKC-NO

Para além da fungdo do NO como mensageiro intracelular, demonstrou-se também
que a libertagao de catecolaminas estimuladas pela IL-1 ocorre pela a activagao
das vias das MAPK e da PKC. A activagdo das MAPK pela IL-18 ja foi
anteriormente descrita em varios tipos de células (ndo-cromafins)!® ** *, Por outro
lado, as MAPK ja foram descritas como vias de sinalizacao intracelulares envolvidas
na libertagdo®™ * e sintese de catecolaminas pelas células cromafins bovinas®* & "
42473 Também se investigou as vias de sinalizagdo intracelular envolvidas no efeito
estimulador do NO na libertagdo de catecolaminas. A libertagdo de catecolaminas
estimuladas por NO foi inibida na presenga do inibidor das PKC, mas nao pelo
inibidor das MAPK. Estes resultados sugerem que a PKC, mas ndo as MAPK, esta
envolvida no processo de libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins
humanas estimuladas por NOC-18. Além disso, foi ainda observado que o efeito
estimulador do activador da PKC, o PMA, néo foi inibido na presenga de L-NAME.
Estes resultados sugerem que a produgdo de NO € um mecanismo que precede a

activacado da via da PKC (Figura 6.9). O envolvimento de PKC na libertagdo de

Mecanismos de regulagdo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

118



A IL-1B aumenta a libertagdo de catecolaminas nas
___células cromafins humanas: papel do NPY e do NO

catecolaminas pelas células cromafins ndo-humanas ja foi descrito anteriormente!™*
294, 454, 457 458 Pagra além disso, e como também ja foi demonstrado em células
cromafins de murganho, a activacdo da PKC pelo NO ja foi demonstrado noutros
modelos®®. A inibigdo das MAPK induziu uma diminuicdo na libertacdo de
catecolaminas estimuladas pela IL-13, mas o mesmo nao foi observado quando as
células cromafins humanas foram estimuladas por um dador de NO, NOC-18, o que
podera sugerir que, nas nossas condicdes experimentais a activagdo das MAPK é
independente da produgao de NO.

Resumindo, nas células cromafins humanas, a IL-18 estimula a libertagcdo de
catecolaminas através da activagao das MAPK e ainda através da produgdo de NO

que, por sua vez, activa a PKC e a GC.

E, ainda, importante referir que todas as vias de sinalizagdo intracelular que foram
demonstradas como sendo importantes na regulagcdo da libertacdo de
catecolaminas, estao igualmente relacionadas com o aumento da fosforilacdo da
TH. Assim, esta descrito que a pré-incubagdo das células cromafins com um
inibidor das MAPK impede a fosforilagdo do residuo Ser’' da TH estimuladas pela
angiotensina I, acetilcolina, nicotina ou KCI** "% 4¢3 Por outro lado, tanto o GMPc
como a PKC fosforilam a TH no residuo Ser?®® % 62 26 %4 Deste modo, sugere-se
que IL-1B induz o aumento da libertagdao de catecolaminas por um mecanismo que

também envolve a activagao da TH através da via da GC e da PKC.

A IL-18 estimula a libertagdo de NPY que, por sua vez, potencia o aumento da
libertagao de catecolaminas pelas células cromafins humanas

Neste capitulo, observou-se ainda que a IL-13 estimula a libertagcdo de NPY das
células cromafins humanas e que a imunoneutralizagao do NPY inibiu a libertagao
de catecolaminas estimuladas pela IL-13. Por outro lado, a presenga de IL-1ra e do
anticorpo anti-NPY inibiram o efeito estimulador da IL-13 de uma forma semelhante
ao IL-1ra e ao anti-NPY separadamente. Assim, estes resultados sugerem que o
NPY medeia parcialmente o efeito estimulador da IL-1B na libertacdo de
catecolaminas pelas células cromafins humanas. Trabalhos anteriores

demonstraram que o NPY estimula a libertagcdo de catecolaminas pelas células
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cromafins humanas actuando nos receptores do NPY do tipo Y5™. Assim, os
resultados aqui apresentados e descritos anteriormente, sugerem que o NPY
libertado pela estimulagdo da IL-13 actua de uma forma autécrina/paracrina nos
receptores NPY Y; das células cromafins humanas, contribuindo para o feedback
positivo, induzindo um aumento adicional de libertagdo de catecolaminas (Figura
6.9).

As vias de sinalizagdo intracelular envolvidas na libertagdo de catecolaminas
estimulada por NPY

Os inibidores das MAPK, da PKC, da PKA e da NOS diminuiram a libertagdo de
catecolaminas estimulada pelo NPY, o que indica que estas trés cinases bem como
a producao de NO estao envolvidas na libertagdo de catecolaminas estimulada por
NPY. O envolvimento do GMPc neste mecanismo foi sugerido pela inibicdo da
libertagdo de catecolaminas na presenca de um inibidor da GC, o que ¢é
corroborado por outros trabalhos que indicam que o principal alvo do NO é a GC**
414482 Por outro lado, o efeito estimulador do activador da PKA na libertagdo de
catecolaminas foi inibido na presenca de L-NAME, o que sugere que a activagao da
PKA esta relacionada com a activagdo da NOS e, consequentemente, com a
producdo de NO. Assim, sugere-se que o NPY activa a PKA que, por sua vez,
activa a NOS, produzindo NO que activa a PKC e a GC (Figura 6.9).

O envolvimento do NO como um regulador das vias de sinalizagéo intracelulares do
NPY ja foi anteriormente sugerido no hipotalamo de rato*". O papel da PKA como

activador da NOS foi igualmente demonstrado noutros modelos celulares!" *'7,

Concluséo

Em condi¢gdes normais os niveis plasmaticos de IL-1B sdo bastante baixos, no
entanto, aumentam em determinadas condigbes patolégicas, como no caso de
infecgao, trauma, stresse ou hipertensao® ® 12> 3% 32519 - Assim, os resultados deste
capitulo sugerem que em condigbes que ocorra um aumento da concentragcao
plasmatica de IL-1B hd um maior aumento na libertacdo de catecolaminas das
glandulas supra-renais. Além disso, nestas situagdes as células inflamatérias
podem produzir um excesso de NO e este pode, igualmente, actuar nas células

cromafins humanas activando os mecanismos intracelulares que induzem um
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aumento na libertagdo de catecolaminas. Por outro lado, a IL-13 estimula a
libertagao de catecolaminas e de NPY que contribui para um aumento adicional de
catecolaminas (Figura 6.9). Este trabalho, sugere que em determinadas situacdes
fisiopatolégicas em que os niveis plasmaticos de IL-1 aumentam, como em
situagdes de stresse ou hipertensao, o NPY funciona como um elemento regulador

entre o sistema imunitario e a glandula supra-renal

IL-18 NPY
IL-RI Receptor Y;

Membrana plasmatica |

—

Dominio regulador | Dominio catalitico

Hidroxilase da Tirosina

""J»_—._-o—ood' |
g
AD+NA o W

Citosol

Membrana plasmatica

Figura 6.9 - Esquema modelo das vias de sinalizagao intracelular activadas pela IL-13
que estimulam a libertagido de catecolaminas das células cromafins humanas.

A IL-1B induz o aumento da libertagédo de catecolaminas actuando ao nivel da sintese de catecolaminas,
induzindo a fosforilagdo da hidroxilase da tirosina, a enzima do passo limitante da sintese de
catecolaminas. Por outro lado, a IL-13 ao ligar-se ao IL-1RI vai activar a via das MAPK ou ainda a
produgéo de NOS que, por sua vez, vai activar a guanidil-ciclase (GC) e a PKC. Estas vias contribuem
para a libertagdo de catecolaminas pelas células cromafins humanas. A IL-13 aumenta também a
libertagcdo de NPY que, ligando-se ao receptor Y3 das células cromafins humanas, contribui para um
aumento adicional de libertagdo de catecolaminas. A activagédo do receptor Y; activa as MAPK e ainda a
PKA, responsavel pela activagdo da NOS e, consequentemente, a produgéo de NO.

Mecanismos de regulagéo de catecolaminas nas células cromafins: papel da interleucina-18 e do neuropeptideo Y

121






Capitulo 7

Conclusodes gerais






Conclusées Gerais

O trabalho apresentado nesta tese permite-nos tirar as seguintes conclusoées:

1. A IL-1B induz um aumento na libertagdo de catecolaminas e de NPY pelas
células cromafins de murganho e humanas. Este NPY libertado regula, pelo menos
em parte, o efeito estimulador da IL-1B nas células cromafins de murganho e

humanas.

2. Nas células cromafins de murganho, o NPY estimula a libertagdo de
catecolaminas através da activagdo do receptor Y4, de uma forma dependente de
Ca®*, através da activacdo das MAPK e ainda através da produgdo do NO, que
funciona como o mensageiro intracelular responsavel pela activagdo da GC e da
PKC. No entanto, nas células cromafins humanas o NPY estimula a libertagcao de
catecolaminas através da activacédo do receptor Y; que activando a PKA regula a

NOS que estimulando a producao de NO activa a PKC e a GC.

3. O NPY regula a homeostase intracelular de catecolaminas uma vez que, para
além de aumentar a libertagdo de catecolaminas, regula o promotor da enzima de

sintese das catecolaminas, a TH.

3. O efeito da IL-1B na libertagado de catecolaminas ocorre através da activagao das
MAPK e ainda através da produg¢ao de NO que por sua vez activa a PKC e a GC. O
papel estimulador da IL-1B na libertagdo de catecolaminas é contrabalangado pelo
aumento da actividade da TH, contribuindo deste modo para a homeostase

intracelular de catecolaminas.

Em condicdes fisiopatolégicas, como o stresse ou a hipertensdo em que ocorre um
aumento da concentragdao plasmatica de IL-1B podera ocorrer um aumento na
libertacdo de catecolaminas e de NPY das glandulas supra-renais e este NPY
podera contribuira para um aumento adicional de catecolaminas no plasma. Além
disso, quando as células inflamatérias produzem um excesso de NO este pode
actuar nas células cromafins humanas activando os mecanismos intracelulares que
induzem um aumento na libertagdo de catecolaminas, e portanto para o
agravamento da situagdo patolégica do individuo. O NPY e o NO constituem

compostos que contribuem para a comunicagdo entre o sistema imunitario e as
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glandulas supra-renais, contribuindo para um aumento adicional de catecolaminas
circulantes que podera ser determinante para o agravamento das ja referidas

situagdes patoldgica
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