1) INTRODUGAO:
1.1) Fatores Neurotréficos com énfase no fator de crescimento neural:

Os fatores neurotréficos constituem grupo heterogéneo de polipeptideos
soluveis, que permitem sobrevivéncia, diferenciacdo, manutencdo e, quando
possivel, a regeneragao axonal nos sistemas nervosos central (SNC) e periférico
(SNP), agindo através de receptores especificos (HALEGOUA et al.,, 1991; DA-
SILVA;1995; TERENGHI,1999; RICHARDSON et al., 1999). Podem ser sintetizados
tanto por neurdnios como células efetuadoras periféricas. Dessa forma, podem agir
de forma paracrina e autdcrina (BLOTNER & BAUMGARTEN, 1994; ACHESON &
LINDSAY, 1996; MENDELL, 1996).

Em processos de degeneragao de fibras nervosas do SNC e SNP, os niveis
dos fatores neurotréficos diferem dos encontrados no tecido ndo lesado (HEUMANN
et al., 1987a; MEYER et al., 1992; FUNAKOSHI et al., 1993; MARTINELLI, 2001).
Apds seccao ou diminuicao de fibras nervosas periféricas, a expressao de fatores
neurotréficos encontra-se significativamente aumentada, com retorno aos padroes
normais apos a regeneragao axonal (MARTINELLI et al 2002, revisdo em BOYD &
GORDON, 2003).

No SNC, apesar da riqueza em fatores neurotroficos, a capacidade de
regeneragao € considerada baixa por diferentes motivos, como auséncia de matriz
extracelular e fatores inibitorios ativos presentes no microambiente neuronal (reviséo
em FENRICH & GORDON, 2004). Ao contrario, o SNP apresenta condi¢des
favoraveis a regeneracéo. A presenga da matriz extracelular é fator significativo no
processo de regeneracao de fibras nervosas periféricas. Células alvo de neurdnios,
além de células de Schwann, fibroblastos e macréfagos podem constituir suporte

trofico. Diversos fatores expressos por essas células sdo importantes no processo



regenerativo com atividades inibidoras e estimuladoras (HEUMANN et al., 1987b;
SCULTY & OTTEN, 1995; BRECKNEL, 1996). Por suas inUmeras agdes, os fatores
neurotroficos tém sido muito explorados no tratamento de doencas
neurodegenerativas. Varias estratégias experimentais também sao norteadas para a
compreensao detalhada de suas agdes como agentes terapéuticos (ANAND, 1996;
LINDSAY, 1996 LEWIN & BARDE, 1996; TERENGHI, 1999, CHAO, 2003;
AIRAKSINEM & SAARMA, 2002).

Os fatores neurotroficos compdéem duas principais familias: a das
neurotrofinas (NT) e a do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), cujos
componentes podem atuar de forma isolada ou conjuntamente nos processos de
regeneragao de fibras nervosas lesadas (revisdo em RICHARDSON, 1991; CHAO,
2003; HOUENOWU et al, 1996; AIRAKSINEN & SAARMA, 2002).

A familia das NT compreende peptideos com grande homologia estrutural
sintetizados inicialmente como pro-neurotrofinas. Estas sao clivadas para a
formagdo de proteinas biologicamente ativas, apresentando-se entdo, como
homodimeros covalentes (IBANES, 1998). Os principais componentes dessa familia
sdo: o fator de crescimento neural, NGF (revisao em SOFRONIEW et al., 2001;
ALOE 2004); o fator neurotréfico derivado do cérebro, BDNF (BARDE et al.,1982); a
NT-3 (HOHN et al., 1990) e a NT-4/5 (BERKEMEIER et al., 1991; HALLBOOK et al.,
1991). Dois membros adicionais foram identificados apenas em peixes, NT-6 (GOTZ
et al.,, 1994) e NT-7 (LAl et al., 1998).

As neurotrofinas exercem multiplas agbes ja descritas em neurbnios e em
células efetuadoras, possuindo afinidade por duas classes de receptores: os
pertencentes a familia tirosina-cinases (TrkA, TrkB e TrkC) e o receptor p75 da

superfamilia de receptores para fator de necrose tumoral (TNF). Este ultimo faz parte



de uma familia de moléculas de superficie que inclui Fas, CD95, CD40, CD30 e
CD27 (SCULLY & OTTEN, 1995). Todas as neurotrofinas descritas ligam-se ao
receptor p75, porém, com diferentes cinéticas de ligagdo e menor afinidade em
relacdo aos receptores Trk (MCDONALD & CHAOS, 1995; TERENGHI, 1999;
IBANES, 1998). Os receptores Trk t&ém como caracteristica a presenca de dominios
tirosina-cinases desencadeadores da transducdo de sinais intracelulares. Sofrem
dimerizagdo induzida pelo ligante, ativando multiplos sinais que promovem
manutencdo e sobrevivéncia neuronal através da autofosforilacdo de dominios
especificos (BARBACID, 1995; GARGANO et al., 1997; SCULLY & OTTEN, 1995).
NGF liga-se ao Trk-A ;o0 BDNF e a NT-4/5 ligam-se a TrkB e NT-3 liga-se a TrkC e
alternativamente ao TrkA (revisdes em BOYD & GORDON, 2003; CHAO, 2003) .
KAPLAN et al. (2000) analisaram diferentes vias de sinalizagao
intracitoplasmaticas, comparando a atuagao diferencial dos receptores TrkA e TrkB
em neurbnios simpaticos. TrkA desencadeia predominantemente a ativacdo de
fosfatidilinositol-3-cinase (IP3-K) garantindo sobrevivéncia, enquanto TrkB pode
desencadear vias distintas de sinalizac&do pela ativacdo de IP3-K ou cinase ativada
por mitégeno (MAPK). Além disso, ocorre atuagdo de diferentes proteinas
adaptadoras e fatores adicionais (LEE et al., 2001). O receptor p75 também pode ser
visto como modulador, podendo alterar a especificidade da ligagdo dos receptores
Trk. Em camundongos mutantes, a auséncia de p75 desencadeia expressao
exacerbada de NT-3 que, por sua vez, pode compensar baixos niveis de NGF
sintetizados por neurdnios simpaticos. Nesse aspecto, o NT-3 garante sobrevivéncia
neuronal através da ligagao e ativagédo de receptores TrkA (BRENAAM et al.,1999) .
Estudos in vitro e com camundongos transgénicos demonstram que a expressao de

p75 confere maior seletividade de ligagdo e maior intensidade de atuagdo dos



receptores Trk. Embora o receptor p75 e os receptores Trk ndo tenham capacidade
de ligagao entre si, existem evidéncias da formacédo de complexos interativos entre
eles na auséncia de ligantes (BIBEL et al., 1999; BENEDETTI et al., 1993).

Dentre as diferentes NT, o NGF é a mais estudada. Membro protétipo da
familia € constituido de 118 aminoacidos e possui peso molecular de 130 Kda. Sua
molécula é composta de 3 subunidades (a,f,y). A subunidade 3 é a responsavel pela
atividade bioldgica e a subunidade y € uma protease responsavel pela transformacéo
do transcrito pro-NGF em sua forma ativa. A subunidade a ndo apresenta fungao
conhecida (revisdo em SOFRONIEW et al., 2001). O NGF foi isolado, purificado e
identificado como fator difusivel, promotor de sobrevivéncia e crescimentos de
neuritos provenientes de neurdnios simpaticos e sensitivos no experimento classico
de Rita Levi-Montalcini e Viktor Hamburger (1953). Desempenha papel essencial no
desenvolvimento, diferenciagdo, manutencdo e sobrevivéncia de neurdnios
simpaticos e sensitivos derivados da crista neural (LEVI-MONTALCINI & ANGELETI,
1968; THOENEN & BARDE; HALEGOUA et al., 1991). A expressao e afinidade de
ligacdo aos receptores, bem como a duragéo e intensidade dos eventos celulares
desencadeados pela sua ativacdo conferem especificidade da atuacdo do NGF
sobre células efetuadoras ou neurénios (PATAPOUTIAN & REICHARDT, 2001; LEE
et. Al., 2001; revisdo em CHAO, 2003).

Muitos estudos comprovam acdes desempenhadas pelo NGF no SNC, em
neurénios colinérgicos do prosencéfalo basal, nucleo caudado e putédmen (revisao
em SOFRONIEW et al., 2001). No SNC de adultos, esta implicado em processos de
plasticidade, ndo sendo identificada atividade para sobrevivéncia neuronal a nédo ser
para neurbnios colinérgicos. Regula o tamanho do corpo celular, sua arborizagao

dendritica e sua conectividade (RUSH et al., 1997; MENDELL, 2001). No SNP, suas



acdes podem ser analisadas em neurdnios simpaticos e sensitivos derivados da
crista neural (JOHNSON et al., 1989; SILOS-SANTIAGO et al.,, 1995). O NGF
também pode estar envolvido com apoptose desses neurbnios simpaticos e
sensitivos (SCULLY & OTTEN, 1995). Os efeitos promovidos pela ligagdo do NGF
em células gliais, como oligodendrécitos e células de Schwann, sao reconhecidos
como proé-apoptéticos, quando procedentes da ligacdo com p75, mas dependem da
intensidade de ligacao e interagdo com os receptores Trk (revisdes em CHAO, 2003;
BOYD & GORDON, 2003)

Células efetuadoras, situadas em o6rgaos-alvo diversos, podem ser fonte de
NGF. Sabe-se que o complexo NGF/receptor Trk & endocitado pela terminacao
nervosa e acumulado no pericario através de transporte axonal retrogrado
(KORSHING & THOENEN, 1985; HEUMANN et al., 1984; 1987a), e que o nivel de
NGF sintetizado pelo érgao-alvo correlaciona-se com a densidade de sua inervagao
simpatica (SHELTON & REICHARD, 1984; RICHARDSON,1991; IEDA et al., 2003).
Diversos tipos celulares sdo capazes de produzir NGF durante o desenvolvimento e
na vida adulta Dentre eles, podemos citar queratinécitos, melandcitos, células
musculares lisas, fibroblastos, células de Schwann. Também ocorre sintese de NGF
em orgaos como goOnadas, tiredide, paratiredide e em glandulas exécrinas como as
glandulas salivares (revisdo em SOFRONIEW et al., 2001). Cardiomidcitos de
camundongos in vitro também secretam NGF (FURUKAWA et al., 1984; KAYE et al.,
2000, IEDA et al.,, 2004). A glandula salivar submandibular de roedores é
tipicamente 6rgéo fonte de NGF (LEVI-MONTALCINI & ANGELETTI, 1971), sendo
este produzido e armazenado por células dos tubulos contorcidos granulosos

Também pode ser sintetizado, estocado e liberado por mastoécitos (GRESIK et



al.1996; LEON et al., 1994; BONINI et al., 1999; SHOOTER, 2001; ALOE, 2004 e
2002).

LOCKHART e colaboradores (1997) demonstraram que o NGF é capaz de
potencializar a transmissao sinaptica entre neurdnios simpaticos e cardiomiécitos.
Os niveis teciduais de NGF obtidos em extratos de atrios e ventriculos apresentam
aumento significativo apds processos de simpatectomia quimica ou em outras
condicbes de desnervagdo simpatica também ocorre tal aumento (VO &
TOMLINSON,1999; MARTINELLI et al., 2001; EKSTRON & REINHOLD, 2003)

O NGF também possui papel comunicador entre o sistema imune e nervoso
ocorrendo aumento significativo dos niveis teciduais e séricos de NGF em respostas
inflamatdrias, doencgas auto-imunes, e reacgbes alérgicas podendo, dessa maneira,
agir como modulador (revisbes em ALOE, 1999, 2005; BONINI et al., 1999; ODDIAH
et al., 1998). Em mastécitos, pode atuar como fator mitogénico e indutor de
desgranulagéo, estimulando também a expresséo de citocinas como IL-6 (LEON et
al., 1994; TAM et al., 1997; MARSHAAL et al., BONINI et al., 1999). Sabe-se que
macrofagos situados no sistema nervoso central sdo capazes de produzir NGF in
vitro. Mondcitos e macréfagos do sangue periférico sintetizam constitutivamente NGF
e aumentam a expressao de seus receptores, quando expostos a agentes
inflamatoérios como lipopolissacarideos (HEUMANN et al.,1987b; CAROLEO et al.,
2001; MALLAT et al.,1989). Em eosindfilos, o NGF capacita sua viabilidade e
atividade e também atua como fator indutor de mudanga do perfil sanguineo para o
tecidual (HAMADA et al., 1996; SOLOMON et al., 1998). Eosindfilos sdo capazes de
sintetizar, armazenar e liberar BDNF e NT-3 (NOGA et al., 2003). O NGF tem acéao
comprovada sobre linfécitos B garantindo sobrevivéncia e sua sintese por essas

células apds a ativacdo (TORCIA et al., 1996). Algumas classes de linfocitos T



ativados também secretam NGF e expressam TrkA (EHRARD et al., 1993;
LAMBIASE et al., MOALEN et al.,, 2001). O NGF também gera mudanga de
conformacao de plaquetas e promove crescimento de coldnias e diferenciagao de
precursores mieldides (SCULTY & OTTEN, 1995).

Os efeitos do NGF estdao relacionados a ativacdo de diferentes vias
bioquimicas, como ativagao da via proteino-cinase ativada por mitégeno (MAPK) e da
via inositolfostato-3 (IP3) com inativagcado de proteinas apoptéticas BAD e BAX da
familia Bcl-2 via trKA (DATTA et al., 1997; GLEBOVA & GINTY, 2005). Ainda foi
descrita a ativacédo da via fosfolipase tipo Cy (PLCy) que gera diacilglicerol (DAG) e
IP3 induzindo liberagdo de calcio de estoques celulares intracitoplasmaticos. A
ativacdo via p75 é menos compreendida, mas pode resultar em producdo de
ceramidas, ativagdo de NF«B ou ativagédo de cinases reguladoras como JNK (LEE et

al., 2001; CHAO, 2003).

1.2) Endotelinas e seus receptores:

As endotelinas (ET) séo peptideos vasoativos, isolados primeiramente como
moléculas vasoconstritoras em células endoteliais de suinos in vitro (YANAGISAWA
et al., 1988). Apds sua descoberta, trés isoformas foram descritas: ET-1, ET-2 e ET-3
sendo codificadas diferencialmente em trés genes diferentes. As ET séo derivadas de
moléculas precursoras denominadas pré-pro-endotelinas com 203 aminoacidos, que
posteriormente sdo convertidas em pro-endotelinas. Estas podem entao ser clivadas
por complexos enzimaticos especificos, semelhantes a furina-convertases, dando
origem a grande endotelina com 38 aminoacidos. Esta molécula intermediaria e
inativa, pode ser hidrolisada através da atuacdo de enzimas conversoras de

endotelinas (ECEs 1,2,3) originando entdo ET biologicamente ativas. Além de



propriedades cardiovasculares, ET podem atuar também durante o desenvolvimento,
em fendmenos gastrointestinais e hormonais, bem como em diferentes patologias
(revisbes em LUSCHER & BARTON, 2000; GIANESSI et al., 2001).

ET-1 é produzida por células endoteliais, por cardiomidcitos, astrocitos, células
renais, alguns tipos neuronais e células intestinais, entre outras. Possui atividades
vasoconstritoras, homeostaticas, ionotrdpicas (coragdo) e mitogénicas. Podem
também alterar o sistema renina-angiotensina-aldosterona e o sistema nervoso
simpatico (SNS). ET-2 também possui atividade vasoconstritora e é produzida por
astrocitos, células intestinais e renais, bem como, em menor extensao, por células
cardiacas, placenta e utero. ET-3 é encontrada em altas concentracdes no cérebro,
no trato gastrointestinal, nos pulmdes e rins. Possui capacidade vasoconstritora
reduzida (revisdo em GIANESSI et al., 2001).

As endotelinas possuem dois tipos de receptores que se encontram
amplamente distribuidos em mamiferos: ET-A e ET-B. Estes receptores pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G, possuindo sete dominios
transmembrana. ET-1 e ET-2 possuem maior afinidade pelo receptor ET-A do que
ET-3, enquanto todos as trés isoformas possuem afinidades similares para o receptor
ET-B. No sistema cardiovascular ET-A € mais abundante em células musculares
lisas, cardiomiodcitos e fibroblastos (SAKURAI-YAMASHITA et al., 1997 a; SUGO et
al., 2001).

As atividades vasoconstritoras sdo mediadas principalmente por ET-A em
células musculares lisas. Receptores ET-B presentes em células musculares lisas
vasculares também possuem capacidade vasoconstritoras, mas receptores
localizados em células endoteliais possuem atividades vasodilatadoras através da

liberagao de fatores como 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas (ZHANG et al., 1998).



No coracdo, as endotelinas participam do crescimento e forca de contracao
das fibras musculares cardiacas (ZOLK et al., 2004; PATEL & KOS, 2005). A
utilizagcdo de antagonistas e agonistas de receptores ET-A e/ou ET-B bem como o
uso de inibidores de ECEs tém sido de grande utilidade no estudo da sintese e dos
efeitos de ET. Assim, confirmou-se o envolvimento de endotelinas em varias doencas
como insuficiéncia cardiaca congestiva (BORGESON et al.,, 1998), infarto do
miocardio (BERGER et al., 2003) e hipertensao arterial (BARTON et al., 1998), entre
outras. O bloqueio de receptores ET-A restaura a fungao endotelial mediada por NO e
inibe aterosclerose em camundongos (WENSEL et al.,, 1998). O bloqueio dual de
receptores de endotelinas controla arritmias cardiacas em ratos (CROCKETT et al.,
2001).

Agonistas e antagonistas de receptores ETA e ETB também vém sendo
utilizados em estudos sobre expressao de fatores neurotroficos. Utilizando-se
antagonistas de receptores ET-B (BQ788), KOYAMA e colaboradores (2002)
observaram que a ET-1 estimula a expressdo de GDNF em astrocitos de ratos in
vitro. A administragdo de agonista de receptor ET-B aumenta a expresséo de GDNF e
BDNF no cérebro de ratos e estrimula a expressao de NT-3 em astrécitos de ratos in
vitro e in vivo (KOYAMA et al., 2003, 2005).

O farmaco Bosentan (Ro-47-0203) € antagonista nao peptidico dos receptores
ET-A e ET-B de endotelinas, e tem sido utilizado em varios modelos experimentais
(IGLARZ et al.,, 2001; OSTROWSKI et al., 2003; RICH & McLAUGHLIN, 2003,
GONON et. al, 2004;). E também descrita sua utilizacdo no tratamento de doencas
cardiovasculares e respiratérias (LUSCHER & BARTON, 2000). A afinidade deste
antagonista pelo receptor ET-A é cerca de 100 vezes maior do que para o receptor

ET-B in vitro. Apés a administracdo oral, a concentracdo plasmatica maxima é



alcangcada em cerca 3 a 5 horas (revisao em CHENG, 2003). O bosentan causa
decréscimo na pressdo cardiaca sistdlica e possui acdo vasodilatadora nas
coronarias em doengas cardiovasculares.(WENZEL et al., 1998; GONON et al.,
2005).

Apesar da reconhecida importdncia de fatores neurotréficos para a
sobrevivéncia e manutencdo de neurbnios, como recentemente comentado
(HEMPSTEAD, 2005), pouco se sabe sobre os mecanismos que controlam a
expressao desses fatores. No intuito de identificar reguladores da sintese de NGF,
IEDA et al. (2004) mostraram evidéncias de que ET-1 regula a expressao de NGF
em cardiomidcitos in vitro. Essa regulagdo acontece através de receptores ET-A e
envolve Gify, PKC, familia Src, EGFR, p38MAPK, AP-1 e cinases reguladas por
sinais extracelulares. Os niveis de noradrenalina, a densidade de inervagao
simpatica cardiaca e expressdao de NGF ¢é significativamente reduzida em
camundongos deficientes em ET1 -/-. Neste mesmo estudo, a exacerbagdo da
expressado cardiaca de genes codificadores de NGF em camundongos ET1 -/-,
auxiliou no aumento da inervagao simpatica. Tais achados indicam que ET-1 pode
regular a expressao de NGF em cardiomidcitos e cumpre papel critico na inervagao

cardiaca.

1.3) Simpatectomia quimica pela 6-OHDA:

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma neurotoxina captada por terminagdes
nervosas simpaticas que, assim, sao seletivamente degeneradas sem que ocorra
lesdo de pericarios neuronais em ganglios, pelo menos apds o periodo neonatal.
Apresenta efeito em curto prazo com desaparecimento ou reducdo da inervagao

simpatica noradrenérgica e da captacdo da noradrenalina pelas terminagdes
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nervosas, sendo esses efeitos dose-dependentes (JONSSON, 1971). As terminacdes
simpaticas recuperam-se gradualmente apos a interrupgéo do tratamento. Vem sendo
utilizada em larga escala em estudos sobre degeneracédo e regeneragao de fibras
nervosas simpaticas em diferentes érgaos (JONSSON & SACHS, 1970; NYGREN et
al., 1971; TRANZER & RICHARDS, 1971; GLOSTER & DIAMOND, 1995;
MARTINELLI et al., 2002;).

A 6-OHDA possui acao diferencial em 6rgaos distintos sendo o coragao e a
iris, 6rgados bastante susceptiveis a sua acdo (JONSON & SACHS, 1970;
MALMFORS, 1971; BJERRE et al., 1974). LOREZ et al. (1995) demonstraram
degeneracgao significativa com posterior regeneragao de fibras lesadas na iris € no
coragao de ratos. BJERRE et al. (1974) analisaram o efeito do anticorpo anti-NGF na
dindmica de regeneragao de axbnios noradrenérgicos apdés o tratamento por 6-
hidroxidopamina. A simpatectomia quimica acompanhada do tratamento com soro
anti-NGF causa pronunciada inibicdo da regeneracéo de fibras nervosas simpaticas
em varios orgaos analisados, entre eles coragdo e glandulas submandibulares.
Também observaram recuperagdo parcial na glandula submandibular com
distribuicdo irregular de fibras noradrenérgicas parenquimatosas cinco dias apds o
tratamento com 6-OHDA, na auséncia de soro anti-NGF. No coragdo mostraram que
a reinervacado ocorre até dois meses apos a simpatectomia, havendo diferencas
cinéticas entre atrios e ventriculos.

VO & TOMLINSON (1999) sugerem a participacdo de NGF na regeneragao de
fibras nervosas simpaticas no atrio de ratos adultos lesados pela 6-OHDA. GLOSTER
& DIAMOND (1995), no entanto, afirmam que a regeneracédo de fibras nervosas
simpaticas apo6s o tratamento com 6-OHDA é independente de NGF, devendo estar

relacionada a mecanismos unicamente associados ao corpo neuronal.
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2) JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1) Justificativa:

Resultados anteriores obtidos no Laboratério de Neurobiologia (MARTINELLI
et al., 2001 e 2002) mostraram que no coragao de ratos jovens, o tratamento com 6-
OHDA (100mg/Kg) em dose unica, provoca total desaparecimento de fibras e
terminagdes 3 horas apds o tratamento. A recuperagao da inervacao inicia-se no
atrio aos sete dias apds a simpatectomia, pois observa-se em alguns animais, o
reaparecimento de poucas fibras fluorescentes, geralmente associadas aos grandes
troncos que acompanham vasos sanguineos. No ventriculo o inicio da regeneracgao
ocorre 30 dias ap6s o tratamento com 6-OHDA. Ha aumento significativo nos niveis
de NGF em atrios e ventriculos 30 dias apdés a simpatectomia quimica
(MARTINELLI, 2001).

BJERRE et al. (1974) observaram a ocorréncia de degeneragao e regeneragao
da inervagao simpatica parenquimatosa nas glandulas salivares submandibulares de
camundongos cinco dias apés o tratamento com 6-OHDA.

Poucos estudos analisaram a acdo de ETs sobre a expressao de diferentes
fatores neurotréficos. IEDA e colaboradores (2004) observaram que ET-1 regula a
expressdo de NGF em cardiomidcitos primarios in vitro. Em camundongos ET"
encontraram evidéncias de que ET-1 desempenha acdes importantes na inervagao
simpatica do coracdo. Os niveis de noradrenalina, a densidade da inervagao
simpatica e os niveis de NGF nestes camundongos encontraram-se significativamente
reduzidos. Exacerbando-se a expressdao dos genes codificadores de NGF, nestes

mesmos camundongos, observou-se recuperagao parcial da inervagao cardiaca.
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Outros fatores como BDNF; NT-3 e mesmo GDNF em astrocitos do SNC de murinos
também podem ser regulados por ETs (KOYAMA et al. 2003 e 2005).

Na glandula salivar submandibular ndo ha qualquer estudo sobre o controle da
expressdo de NGF. Nosso interesse neste 6rgdo centra-se no fato do NGF ser
produzido e estocado nas células dos tubulos contorcidos granulosos (LEVI-
MONTALCINI & ANGELETTI, 1971; BJERRE et al., 1977; revisdo em GRESIK et al.,
1996). Por outro lado, ndo ha estudos sobre o papel de ETs nas glandulas
submandibulares durante a regeneragao de fibras nervosas simpaticas ou sobre sua
possivel atuagao na sintese de NGF.

No presente trabalho, dois 6rgaos ricamente inervados por fibras nervosas
noradrenérgicas, coragdo e glandulas salivares submandibulares (revisdo em
SHOOTER, 2001; GLEBOVA & GINTY, 2004) foram analisados com o objetivo de
iniciar estudos sobre a participacdo de ETs no processo regenerativo de fibras

nervosas simpaticas.

2.2) Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo verificar os niveis teciduais de NGF em
condigdes de regeneracao de terminagcbes nervosas simpaticas, apos simpatectomia
quimica por 6-OHDA, usando-se ratos tratados ou ndo com bosentan, antagonista

dos receptores ET-A e ET-B de endotelinas.
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2.3) Objetivos Especificos:

No coragao (atrios e ventriculos) e glandulas salivares submandibulares de
ratos Holtzman jovens simpatectomizados e controles, tratados ou ndo com bosentan
pretendemos:

1. Verificar reaparecimento, bem como a densidade de fibras nervosas
noradrenérgicas através da técnica de fluorescéncia induzida pelo acido
glioxilico, durante a primeira semana apés a simpatectomia pela 6-OHDA;

2. Quantificar os niveis teciduais da proteina NGF através de ELISA nos
diferentes tempos, apds a simpatectomia e se possivel correlaciona-los com

0 grau de reinervagao ou desnervagao.
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3) MATERIAIS E METODOS:

3.1) Animais:

Utilizaram-se ratos Holtzman isogénicos jovens (31 dias), criados no biotério de
ratos do Departamento de Morfologia e ratos nao isogénicos fornecidos pelo Centro
de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (CeBIO-ICB).Ratos
tratados com bosentan ou com seu diluente, foram sacrificados em diferentes
periodos apds a administracdo de 6-OHDA diluida em solugdo anti-oxidante

(simpatectomia quimica) ou apenas da solugao anti-oxidante (falsa simpatectomia).

3.2) Tratamento com bosentan:

Bosentan (Ro-47-0203/029), antagonista ndo peptidico dos receptores ETA e
ETB de endotelinas foi gentiimente cedido pela Actelion Pharmaceuticals Ltd
(Suiga). A droga foi diluida em goma arabica a 5% e administrada por gavagem
diariamente na dose de 100 mg/Kg de peso corporal até o dia de sacrificio. Ratos
controles de mesma idade receberam apenas o veiculo (goma arabica a 5%). O
tratamento com bosentan iniciou-se 48 horas antes da injecao de 6-OHDA. Os ratos

foram pesados diariamente para eventuais correcdes de dose.

3.3) Simpatectomia quimica:

A simpatectomia quimica foi realizada através de injegao subcutanea de 6-
OHDA (Sigma, St Louis, USA) em dose unica (100 mg/ Kg de peso corporal) em
veiculo antioxidante contendo salina a 0,9% e acido ascorbico a 0,1%. Em ratos

controles de mesma idade administrou-se apenas o veiculo.
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3.4) Sacrificio:

Os animais foram sacrificados com 3 e 7 dias apds a simpatectomia quimica
que correspondem ao 5° e 9° dia de tratamento com bosentan ou veiculo. Os
animais foram anestesiados via injegao intraperitoneal de 2,2,2 tribromoetanol (250
mg/100g de peso corporal) para a retirada de fragmentos de glandula salivar
submandibular, atrios e ventriculos. Um grupo complementar de ratos também foi
analisado para andlise da inervagao noradrenérgica 24 horas apds de tratamento
com 6-OHDA. Os fragmentos foram utilizados para estudo da inervagao simpatica
(fluorescéncia induzida pelo acido glioxilico), para quantificagédo dos niveis teciduais

de NGF através de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

3.5) Fluorescéncia induzida pelo acido glioxilico para localizagdo de catecolaminas:
Foi utilizado o método preconizado por DE LA TORRE (1980), modificado por
COTTLE et al.,, (1985). Fragmentos de glandulas salivares submandibulares,
auriculas e ventriculos direitos foram colocadas no suporte de tecido contendo gotas
de solucédo salina a 0,9% e congelados a —30° no criostato.Cortes com 30 (um de
espessura) foram distendidos sobre laminas de vidro. As secg¢des foram entéo
mergulhadas em solucéo de acido glioxilico a 2% em tampéao fosfato a 0,25 M, com
sacarose a 0,2 M em pH 7,4 por 30 minutos e secadas em corrente de ar frio por 15
a 20 minutos. Os cortes foram ent&do cobertos com 6leo mineral e mantidos em estufa
a 60°C por 30 minutos. Apds a montagem, as laminas foram examinadas em
microscopio de fluorescéncia Axioplan Zeiss, equipado com lampada a vapor de

mercurio (HBO 100W).
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3.6) Quantificagao da proteina NGF:

Gléndulas salivares submandibulares e amostras de atrio e ventriculo direito
foram imediatamente congeladas em gelo seco e estocadas a -80°C até
processamento. Para a extracdo da proteina, as amostras foram trituradas em
tampao de lise contendo: Tris HCI a 20mM, NaCl a 137mM (pH 8,0); NP40 a 15%,
glicerol & 10%, Aprotinina A 1mM, EDTA 10mM, E-64 10mM e vanadato de sédio
0,5mM para inibicdo de proteases e fosfatases. A homogeneizacao foi feita através
de ultra-som por aproximadamente 60 segundos a 4°C. O produto da lise foi
centrifugado a 1200 rpm por 20 minutos a 4°C sendo o sobrenadante, entao, coletado
e estocado a —-80°C até o momento das dosagens.

Os niveis teciduais de NGF foram obtidos através de ELISA sanduiche,
utilizando-se o kit DuoSet (R&D, Minneapolis USA) para quantificacao de B-NGF
soluvel de rato e a metodologia proposta por BENNET et al., 1999.

Foram utilizadas placas MaxiSorp Nunc (Nalge Nunc International, Dinamarca)
para dosagens dos niveis de NGF. A sensibilizagcdo da placa pelo anticorpo de
captura anti-NGF de rato obtido em cabra na concentragcédo de 0,4 ug/ml diluido em
tampao fosfato salina estéril (PBS) pH 7,2-7,4 se deu por uma noite. Apos a lavagem
da placa por 3 vezes com solugao de lavagem contendo PBS (pH 7,2-7,4) adicionada
de Tween 20 a 0,005%, foi aplicada a solugédo de bloqueio de sitios inespecificos
(PBS/BSA 1%, azida soédica 0,05%, e sacarose 5%) por no minimo 1 h. Apos
bloqueio, foram adicionadas as amostras obtidas de cada 6rgao diluidas na
proporcdo de 1:4 em PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA). As
amostras foram incubadas em duplicata durante 2h. Apds lavagem, o anticorpo de
deteccéo foi adicionado na proporgéo de 100 ng/ml em solugédo de PBS/BSA a 1% e

incubado por 2 h. Lavou-se novamente a placa trés vezes e entdao aplicou-se a
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solugdo de Streptavidina conjugada com biotina diluida na proporcéo de 1:200 em
solugdo de PBS/BSA 1% durante 20 minutos no escuro. Finalmente, a placa foi
novamente lavada trés vezes e para a revelagao, aplicou-se a solugao de substrato
(peroxido de hidrogénio) na proporcao de 1:1, com reagente tetrametilbenzidina por
20 minutos para a revelacdo. O bloqueio da reacao foi feito com solucdo de acido
sulfurico 2 N e a leitura feita com absorvancia de 450 nm em leitor de ELISA
(Molecular Devices). As concentragdes teciduais de NGF foram expressas em pg/mg
de proteina total. Essas foram quantificadas pelo método de BRADFORD et al.
(1976). O padrao da curva de calibracao foi obtido através de diluicbes seriadas de
1:2. Para cada placa foi obtida curva de calibragdo, com limite maximo de detecgao

de 1000 pg/ml.

Grafico 1: Curva de Calibragdo para ELISA (NGF)
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3.7) Analise estatistica:

Para comparar os niveis de NGF dos diferentes grupos foram realizados testes
de normalidade (Barllets para variancia) e analises baseadas no programa ANOVA
seguidos de teste t de Student, para comparacdo entre as médias através do
programa GraphPad Software Prism, versdo 3.0. Em todos os testes estatisticos,

estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05.

3.8) Documentacao Fotografica:
Para a documentacido fotografica utilizou-se microscépio Axioplan-2 com
programa KS400-3.0 da Zeiss equipado com lampada de mercurio HBO de 100W

para a captagao de imagens e impressao em papel de qualidade fotografica.
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4) RESULTADOS:
4.1) Inervagao simpatica do coragao e da glandula salivar submandibular:

No coragao de ratos controles tratados com os veiculos de bosentan e 6-
OHDA, o parénquima de atrios e ventriculos apresentou-se rico em terminacdes
nervosas varicosas fluorescentes regularmente distribuidas. A inervagado vascular
(arteriolas) também foi observada, constatando-se presenca de troncos nervosos
(FIG. 1A). Vinte e quatro horas e trés dias apds o tratamento com 6-OHDA, atrios e
ventriculos encontraram-se totalmente desprovidos de terminacdes nervosas
noradrenérgicas e mesmo de troncos nervosos (FIG. 1B). No atrio, apds sete dias de
tratamento com 6-OHDA, a maioria dos animais simpatectomizados ainda néo
apresentavam indicios de regeneracdo de fibras simpaticas. Em alguns animais,
verificou-se o inicio do processo de regeneragao pela presenca de fibras nervosas
simpaticas perivasculares (FIG. 1C). Nos ventriculos de ratos simpatectomizados néo
foram observadas fibras nervosas simpaticas em nenhum dos periodos testados. O
tratamento com bosentan ou seu veiculo ndo provocou alteracbes nos padrbes de
inervacao ou desnervagao acima descritos.

Nas glandulas salivares submandibulares de todos ratos nao
simpatectomizados (tratados com o veiculo antioxidante da 6-OHDA ou bosentan)
notou-se a inervacdo vascular e terminacdes nervosas varicosas ao redor de
adendbmeros e ductos intralobulares. Troncos nervosos perivasculares também
foram observados (FIG. 2A). Vinte e quatro horas apds o tratamento com 6-OHDA,
houve total desaparecimento da inervagéao parenquimatosa (FIG. 2B). A recuperagao
da inervagao noradrenérgica glandular ocorreu de maneira acelerada em relagéo a
dos atrios, pois trés dias apds a simpatectomia quimica, o parénquima glandular

apresentou raros troncos vasculares fluorescentes e poucas terminagdes nervosas
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FIGURA 1




FIGURA 1

Fotomicrografias de secg¢des de atrios de ratos controle ou simpatectomizado,
tratados ou ndo com bosentan. Técnica de fluorescéncia induzida pelo acido

glioxilico para demonstragao de catecolaminas (Barra 100 um)

1A- Rato controle tratado com veiculos (de 6-OHDA e de bosentan). Observa-
se parénquima ricamente inervado por terminagdes nervosas

noradrenérgicas. A seta indica inervagao vascular e troncos perivasculares.

1B- Rato simpatectomizado sacrificado 3 dias apds o tratamento com 6-
OHDA. Nota-se total auséncia de fibras noradrenérgicas parenquimatosas e

vasculares.

1C- Rato simpatectomizado e tratado com bosentan, sacrificado 7 dias apds o

tratmento com 6-OHDA. A seta indica tronco vascular. Algumas terminagoes

nervosas varicosas também sao vistas (cabecgas de setas).
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FIGURA 2
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FIGURA 2

Fotomicrografias de sec¢des de glandulas salivares submandibulares de ratos
controles ou simpatectomizados. Técnica de fluorescéncia induzida pelo acido

glioxilico para catecolaminas (Barra 100 um)

2A- Rato controle tratado com veiculos (de 6-OHDA e bosentan). Nota-se a
nitida presenga de troncos vasculares (setas) e terminagdes parenquimatosas

que envolvem adendmeros e ductos.

2B- Rato simpatectomizado sacrificado apds 24 horas de tratamento com 6-

OHDA. Nota-se completa desnervacao parenquimatosa e vascular.

2C- Rato simpatectomizado 3 dias apds o tratamento com 6-OHDA. Véem-se
algumas terminagdes nervosas varicosas € troncos nervosos proximo a vasos
sanguineos (setas). No detalhe (retdangulo) destaca-se arteriola inervada e

filete de fibras nervosas.

2D- Rato simpatectomizado tratado com bosentan sacrificado 7 dias apds o

tratamento com 6-OHDA. Nota-se parénquima glandular semelhante a

animais controles com presenca de tronco perivascular (seta).
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parenquimatosas (FIG. 2C). Aos sete dias, as glandulas submandibulares
apresentavam parénquima semelhante aos de animais controles e/ou tratados com
veiculos com raras areas ainda desnervadas (FIG. 2D) O tratamento com bosentan
ou seu veiculo ndo alterou o processo de desnervacdao ou de recuperagcado de

terminagdes nervosas descritos acima.

4.2) Niveis de NGF no coragéo:

O tratamento com bosentan ndo alterou os niveis de NGF em atrios e
ventriculos de ratos controles (n&o simpatectomizados). Trés dias apds o tratamento
com 6-OHDA, ndao houve diferengas significativas nos niveis de NFG entre os
diferentes grupos tanto nos atrios quanto nos ventriculos (GRAF. 2 A e B).

Sete dias apés simpatectomia por 6-OHDA, os niveis de NGF nos atrios de
animais isogénicos tratados com veiculo, apresentaram-se significativamente
aumentados em relacao a ratos controles tratados apenas com o veiculo ou bosentan
(GRAF. 3A). O tratamento com bosentan em ratos simpatectomizados bloqueou a
elevacdo dos niveis de NGF atriais, induzida pelo tratamento com 6-OHDA. Ja nos
ventriculos de ratos simpatectomizados, nao foi detectado aumento nos niveis de
NGF quer em relagdo aos controles ou ao grupo simpatectomizado tratado com
bosentan (GRAF. 3B)

Em ratos ndo isogénicos, o grupo submetido ao tratamento com 6-OHDA e
tratados com bosentan apresentou diminuigao significativa na concentragéo atrial de
NGF em relacdo a ratos simpatectomizados tratados com veiculo, 7 dias apés a
simpatectomia quimica (GRAF. 4A). Nos ventriculos nZo houve diferencas

significativas dos niveis de NGF entre os diferentes grupos analisados (GRAF. 4B).
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GRAFICO 2- Niveis de NGF em atrios (A) e ventriculos (B) nos diferentes grupos de ratos isogénicos,
3 dias apds a simpatectomia por 6-OHDA. Grupos controles (C) e simpatectomizados (S) foram
tratados com veiculos (Cv e Sv) ou bosentan (Cb e Sb). Todos os animais controles receberam acido

ascorbico a 1% em salina a 0,9% (veiculo da 6-OHDA). p> 0,05 (ANOVA seguido de teste t de

Student). Média representada pela linha horizontal em cada coluna.
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GRAFICO 3- Niveis de NGF em 4trios (A) e ventriculos (B) nos diferentes grupos de ratos isogénicos,

7 dias apdés a simpatectomia por 6-OHDA. Grupos controles (C) e simpatectomizados (S) foram

tratados com veiculos (Cv e Sv) ou bosentan (Cb e Sb). Todos os animais controles receberam acido

ascorbico a 1% em salina a 0,9% (veiculo da 6-OHDA). * p< 0,05 (ANOVA seguido de teste t de

Student) em comparagdo com os demais grupos. Médias representadas pela linha horizontal.
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GRAFICO 4- Niveis de NGF em atrios (A) e ventriculos (B) nos diferentes grupos de ratos nao
isogénicos, 7 dias apds a simpatectomia por 6-OHDA. Grupos: controles (C) e simpatectomizados (S)
tratados com veiculos (Cv e Sv) ou bosentan (Cb e Sb). Todos os animais controles receberam acido
ascorbico a 1% em salina a 0,9% (veiculo da 6-OHDA). * p< 0,05 (ANOVA seguido de teste t de

Student) em relagdo ao grupo simpatectomizado tratado com veiculo (Sv). Linhas horizontais

representam as médias.

26



4.3) Niveis de NGF em glandulas submandibulares

Nas glandulas submandibulares de ratos isogénicos, os niveis de NGF nao
sofreram alteracdes significativas nos diferentes grupos quer aos 3 dias (GRAF. 5A),
quer aos 7 dias (GRAF. 5B) apds a simpatectomia. No entanto aos 3 dias, em
glandulas submandibulares de ratos controles tratados com bosentan, n&o se
detectou NGF com a técnica utilizada. Em 3 dos 5 animais simpatectomizados e
tratados com bosentan os niveis também mantiveram-se ndo detectaveis. Esse
quadro nao se repetiu aos 7 dias.

Em animais nao isogénicos, o NGF glandular foi dosado somente aos 7 dias.
Nao houve diferencas significativas entre os diferentes grupos analisados (GRAF. 6) e
em todas as glandulas os niveis de NGF estavam dentro dos limites de detecgéo da

técnica.
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GRAFICO 5- Niveis de NGF em glandulas salivares submandibulares nos diferentes grupos de ratos

isogénicos 3 dias (A) e 7 dias (B) apdés a simpatectomia por 6-OHDA. Grupos controles (C) e
simpatectomizados (S) tratados com veiculos (Cv e Sv) ou bosentan (Cb e Sb). Todos os animais

controles receberam acido ascérbico a 1% em salina a 0,9% (veiculo da 6-OHDA). p> 0,05 (ANOVA

seguido de teste t de Student) entre os diferentes grupos.Linhas horizontais representam médias.
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GRAFICO 6- Niveis de NGF em glandulas salivares submandibulares nos diferentes grupos de ratos
nao isogénicos, 7 dias apds a simpatectomia por 6-OHDA. Grupos controles (C) e simpatectomizados
(S) tratados com veiculos (Cv e Sv) ou bosentan (Cb e Sb). Todos os animais controles receberam

acido ascorbico a 1% em salina a 0,9% (veiculo da 6-OHDA). p> 0,05 (ANOVA seguido de teste t de

Student) entre os diferentes grupos. Linhas horizontais representam as médias.
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5) DISCUSSAO:

No presente trabalho, buscamos testar o envolvimento de endotelinas sobre a
expressao de NGF no coragao e glandulas salivares submandibulares de ratos, dois
orgaos ricamente inervados por fibras nervosas noradrenérgicas (revisbes em
GARRET, 1987; TUNE, 2004; GLEBOVA & GINTY, 2004). Para isso, utilizamos dois
procedimentos: a simpatectomia quimica com 6-OHDA e o tratamento com
antagonista dual de receptores ET-A e ET-B de endotelinas.

Varios autores ja descreveram a agao rapida e intensa da 6-OHDA sobre o
coragao, gerando perda total de fibras e terminagdes nervosas noradrenérgicas
(MALFORMS, 1971; JONSSON & SACHS, 1974; LOREZ et al., 1975), seguida de
recuperagcao apos 2 meses (JONSSON & SACHS, 1970, 1974; DE CHAMPLAIN
(1971). Em nosso estudo, a presenga ou auséncia de fibras nervosas
noradrenérgicas cardiacas e glandulares péde ser analisada através da técnica de
fluorescéncia induzida pelo acido glioxilico, com alta sensibilidade e especificidade
para catecolaminas, preconizada por DE LA TORRE (1980), modificado por
COTTLE et al. (1995). Apbs 24 horas e 3 dias de tratamento com 6-OHDA, foi
observada total auséncia de fibras simpaticas noradrenérgicas em atrios e
ventriculos. Sete dias apds o tratamento, a maioria dos animais simpatectomizados
e/ou tratados com bosentan ndo apresentou sinais de regeneragao de fibras
simpaticas. Em alguns animais simpatectomizados, tratados ou ndo com bosentan,
raras areas apresentaram inicio da regeneragao pela presencga de troncos nervosos
simpaticos e poucas terminagdes nervosas. Nossos dados comprovam os obtidos

por MARTINELLI et al., (2002), usando-se a mesma dose de 6-OHDA e ratos de

30



mesma idade. Neste estudo, a recuperacao de fibras simpaticas parenquimatosas
apresentou cinética diferente em atrios e ventriculos. O inicio da regeneragao
ventricular s6 foi observado 1 més apds o tratamento e sua regeneragao completa
foi observada apds 2 meses. O atraso na recuperacado da inervagao ventricular em
relacdo a atrial foi também verificado por BJERRE et al., (1974) em camundongos
tratados com 6-OHDA, sendo a cinética de recuperagdo acompanhada até dois
meses apods a simpatectomia. Esse atraso na recuperacdo de fibras nervosas
simpaticas poderia ser explicado, em parte, pelo fato da inervagao simpatica chegar
primeiro aos atrios. A inervagao simpatica de ambas regides provem principalmente
do ganglio estrelado e do ganglio cervical superior (PARDINI et al., 1990; GLEBOVA
& GINTY, 2005). Apesar de ultilizarem doses diferentes de 6-OHDA (2 doses de 68
mg/Kg), para LOREZ et al. (1975), em ratos adultos ndo ha regeneragao total das
fibras nervosas noradrenérgicas no atrio mesmo 205 dias apds o tratamento.

A demora na recuperacado da inervacdo simpatica parece nao ser de todo
prejudicial para a fungao cardiaca, ja que segundo VO & TOMLISON (1999) essas
sao normalmente reassumidas mesmo com recuperacao incompleta de terminacdes
nervosas, apos simpatectomia quimica pela 6-OHDA.

BJERRE et al. (1974) também analisou os efeitos da 6-OHDA sobre a
inervagcdo noradrenérgica das glandulas salivares submandibulares de
camundongos através de método de fluorescéncia induzida por gas formaldeido
para noradrenalina endoégena. Apos 24h de tratamento, a percentagem de fibras
nervosas parenquimatosas apresentou-se significativamente reduzidas em relacéo a
camundongos controles. Trés semanas ap6s o tratamento, os ratos
simpatectomizados ja apresentavam total recuperagao da inervagao noradrenérgica

parenquimatosa, com raros axénios pré-terminais vistos ao longo de vasos e ductos
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5 dias apds o tratamento com 6-OHDA. Nossos achados confirmam a rapida
recuperacgao da inervagao simpatica na glandula submandibular, ja que 3 dias apds
a simpatectomia quimica, a glandula apresentou poucas fibras fluorescentes e, aos
7 dias, a inervacdo parenquimatosa ja era bastante semelhante a de animais
controle, com poucas areas ainda desnervadas. De fato, a inervacdo da glandula
submandibular provém principalmente do ganglio cervical superior que se coloca
bem préximo a glandula (GLEBOVA & GINTY, 2005). Isso poderia talvez explicar a
reinervagao parenquimatosa noradrenérgica acelerada neste 6érgdo em comparagao
com o coragao.

A quantificacdo de NGF por ELISA em coragdo de ratos isogénicos
demonstrou aumento significativo dos niveis atriais, sete dias apds simpatectomia
quimica. No grupo nao isogénico ocorreu tendéncia ao aumento de NGF em ratos
simpatectomizados tratados com veiculo em relagcdo aos outros grupos. N&o
constatamos diferengas nos niveis ventriculares de NGF entre os diferentes grupos,
trés e sete dias apds simpatectomia, nem mesmo comparando ratos controles com
simpatectomizados. Os niveis de NGF encontrados nos atrios foram mais elevados
em relagcdo aos ventriculos, confirmando também dados ja observados em nosso
laboratério. Em dados ainda nao publicados, MARTINELLI et al. (2001) observaram
que os niveis de NGF ventriculares apresentaram aumento significativo um més
apos simpatectomia pela 6-OHDA.

Neste presente trabalho utilizamos o antagonista de receptores ET-A e ET-B
em ratos submetidos ou n&o ao tratamento com 6-OHDA ou veiculos, para dosagem
dos niveis de NGF no coragao e glandulas salivares submandibulares. Nesta ultima

estrutura, ainda nao existem estudos que comprovem a existéncia de receptores
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para endotelinas. Porém, citam-se ductos contorcidos granulosos como produtores
de endotelinas (revisao em GRESIK et al., 1996)

O tratamento com bosentan impediu a elevagao dos niveis atriais de NGF
induzida pela simpatectomia, tanto em ratos isogénicos quanto em ratos nao
isogénicos. Portanto, nossos dados indicam participagao de receptores ET-A e ET-B
de endotelinas na expressdo de NGF pelo tecido atrial. IEDA et al. (2004)
demonstraram que a utilizagdo de antagonista de receptor ET-A (BQ 123) e
antagonista dual de receptores ET-A e ET-B (TAKO044), gerou diminuigéo
significativa do NGF por cardiomiécitos in vitro, apos pré-tratamento do meio por 2
horas e posteriormente com ET-1. Nesse estudo, o uso dos antagonistas causou
diminuicao significativa dos niveis de NGF expressos pelos cardiomiocitos em
relagdo a cardiomiécitos controles tratados apenas com ET-1. Neste estudo, os
autores propde que ET-1 atua na expressdo de NGF principalmente via receptores
ET-A e GiPy. Por outro lado, MOCHETTI et al., 1989 demonstraram que a via cAMP-
PKA esta envolvida no aumento de NGF em astrocitomas mediado por f-
adrenoreceptores.

Em nenhum dos periodos e grupos analisados, observamos diferencas
significativas nos niveis de NGF nas glandulas submandibulares. Em alguns animais
tratados com bosentan, os niveis de NGF nao foram detectados principalmente 3
dias apo6s a simpatectomia quimica. Assim, pode-se especular que, na glandula, se
houver papel exercido por ET, este pode ser fugaz. Além disso, ha a possibilidade
de secregcdo enddcrina ou paracrina de NGF armazenado nos ductos granulosos
induzida pela lesdo neuronal, o que poderia diminuir a necessidade de sintese do

fator.
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Durante a realizacao deste trabalho, iniciamos estudos para a identificagao de
células sintetizadoras de NGF no coracdo e em glandula submandibular.
Constatamos imunorreatividade para NGF em cardiomiocitos e nos ductos
contorcidos granulosos e mastécitos das glandulas submandibulares, n&do existindo
diferencgas significativas entre os diferentes grupos. A localizagado imunohistoquimica
de NGF em células dos ductos granulosos e mastécitos da glandula submandibular
ja havia sido assinalada por nosso grupo (PAPARIDIS, 2005). Resta verificar se a
imunorreatividade na glandula submandibular sofre alteragdo algumas horas apés a
simpatectomia.

O tratamento com bosentan ndao impediu o0 aparecimento dos primeiros sinais
de reinervagao atrial aos 7 dias apds a simpatectomia. Em estudos anteriores
verificamos que o GDNF é produzido por cardiomiécitos e seus niveis aumentam
ap6s a simpatectomia quimica (MARTINELLI et al., 2002). E possivel que a elevagdo
dos niveis de GDNF compensem de alguma forma o bloqueio da sintese de NGF
induzido pelo bosentan. Este aspecto sera objeto de investigacao futura.

Nossos dados, até agora obtidos, sugerem papel relevante de ET na fase
inicial da regeneragcdo de terminagdes simpaticas do coragdo, 7 dias apos a
simpatectomia. Entretanto, novos estudos complementares deverdo ser realizados
em outros periodos apds a simpatectomia para desvendar mais detalhes sobre a
cinética de recuperagao da inervagao noradrenérgica e da expressao de NGF em
ventriculos (20 e 30 dias apds simpatectomia) e em glandulas submandibulares (12

e 24 horas apos a simpatectomia).
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6) CONCLUSOES:

1- Apods a simpatectomia quimica, a recuperagao da inervagao simpatica ocorre

rapidamente (uma semana) em glandulas submandibulares, ndo tendo sido

possivel detectar alteracao significativa dos niveis glandulares de NGF.

No coracdo, a recuperagao das terminacdes nervosas atriais € mais lenta em
relacdo ao observado na glandula submandibular, sendo possivel verificar
elevacdo dos niveis de NGF aos 7 dias apds a simpatectomia quimica em

ratos isogénicos.

Nos ventriculos que continuam totalmente desnervados 7 dias apds a
simpatectomia quimica, ndo foi possivel detectar alteracdo nos niveis de

NGF.

O uso de bosentan, antagonista dos receptores ET-A e ET-B de endotelinas,
inibiu a elevagédo dos niveis de NGF atriais tanto em ratos isogénicos como
em nao isogénicos, indicando papel de endotelinas através de seus
receptores, no controle da sintese de NGF no inicio da regeneragao axonal

apos simpatectomia.
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ABSTRACT
Neurotrophic factors determine the development and maintenance of different types
of neurons, as well as the regeneration of peripheral nerve fibers. It should be
emphasized the role of nerve growth factor (NGF) in this axonal regrowth. Recent
studies have pointed to an important role of endothelin-1 in NGF expression, but
none of them discussed about the endothelin’s function during the regeneration of
nervous fibers. In this study, we analyzed the effect of bosentan, an ET-A and ET-B
receptors antagonist, on NGF expression in the heart (atrium and ventricle) and
submandibular salivary glands of young Holtzman male rats submitted to the
sympathectomy by 6-hydroxidopamine (6-OHDA). The treatment with bosentan
started 2 days before the 6-OHDA-induced sympathectomy. Control rats were treated
with vehicles. The sympathetic innervation was assessed by glyoxylic acid-induced
fluorescence method for catecholamines. The treatment with 6-OHDA caused total
denervation in the heart and submandibular glands. Three days after this treatment,
the glands already showed trunks and few nerve fibers next to blood vessels. In the
heart, this regeneration signs occurred only 7 days after the sympathectomy and only
in the atrium. At this time-point, the submandibular glands showed density of
sympathetic fibers close to that found in control rats. The treatment with bosentan
had no effect on the sympathetic innervation or the axonal regeneration. ELISA
analyzed NGF levels. The treatment with bosentan blocked the rise on the levels of
NGF induced by sympathectomy in the atrium at day 7 after sympathectomy. There
was no significant difference between bosentan-treated and vehicle-treated groups
on the levels of NGF in ventricles and submandibular glands. Our findings suggest an
important role for endothelins at least in the initial stage of heart sympathetic fiber's

regeneration.
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