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RESUMO

Este trabalho científico constou de três estudos realizados no gânglio 

cervical superior (SCG) isolados de mamíferos e superfundidos com solução 

nutridora de Locke, equilibrada com O2 (95%)/CO2 (5%), a 37°C , nos dois 

primeiros e à temperatura ambiente no terceiro. Em todos eles investigou-se 

alterações na eficiência sináptica através da quantificação de alterações na 

integral e, em alguns casos, também na amplitude pico a pico do potencial de 

ação composto (CAP) pós-ganglionar evocado a partir da estimulação elétrica do 

tronco nervoso cervical simpático a frequências basais que variaram entre 0,2 e 

0,033 Hz.

No primeiro estudo, realizado em SCG de cobaio, verificou-se a 

exequibilidade de indução de sensibilização passiva por dois métodos: i) injeção, 

em animal não sensibilizado, de soro de animal sensibilizado ativamente e ii) 

incubação de gânglio proveniente de animal não sensibilizado, em soro de animal 

sensibilizado ativamente. Como ambos os métodos induziram sensibilização, 

compararou-se a magnitude da alteração da integral do CAP e da liberação de 

histamina em gânglios sensibilizados ativamente (três injeções de 10 mg/kg de 

peso corpóreo) e passivamante pelos dois métodos acima descritos. A 

administração do antígeno sensibilizante, ovalbumina (OVA), aos SCGs 

sensibilizados pelos três métodos, produziu uma potenciação sustentada do CAP 

que perdurou por mais de 30 min (potenciação de longa duração induzida pelo 

antígeno (A-LTP)), e um aumento na liberação de histamina. Nem a magnitude, 

nem a duração da A-LTP induzida pelas sensibilizações passivas 

diferiram significativamente dos resultados obtidos com a sensibilização ativa. A 

magnitude da liberação de histamina foi menor nos casos de sensibilização 

passiva. A ocorrência de A-LTP em SCGs sensibilizados por métodos passivos 

indica que o componente celular específico do processo de sensibilização ativa 
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do sistema imunológico não é requerido para o desenvolvimento desse fenômeno 

e que as células e os mediadores responsáveis pela A-LTP são residentes dos 

gânglios simpáticos.

Tendo sido determinado previamente, que após o choque antigênico, ou 

seja, após a ativação dos mastócitos, ocorre a liberação de lipídios e mediadores 

peptidérgicos que podem modular a função sináptica, a segunda etapa desse 

estudo foi determinar se alguns mediadores derivados dos mastócitos, como a 

prostaglandina D2 (PGD2; 1,0 pM), o fator de agregação plaquetária (PAF; 0,3 

pM), 0 composto U44619 (análogo do tromboxano; 1,0 pM), a bradicinina (BK; 

100 pM), o fator de necrose tumoral (TNFa; 7,14 nM) e também a endotelina-1 

(ET-1; 0,5 pM) induzem potenciação sináptica no gânglio cervical superior de 

cobaios, e comparar o efeito de cada um na transmissão sináptica com aquele 

induzido pelo antígeno sensibilizante (OVA; 10 pg/ml). Os experimentos foram 

realizados em SCGs isolados de cobaios machos adultos (200-25Og) não 

sensibilizados ou sensibilizados ativamente à OVA, e mantidos em solução de 

Locke aerada à 37°C. A potenciação sináptica foi medida através das alterações 

na integral do potencial de ação composto pós-ganglionar (CAP). Todas as 

drogas testadas produziram potenciação de longa duração (> 30 min.; LTP) ou de 

curta duração (< 30 min; STP) na eficiência sináptica, como mostrado pelo 

aumento na integral do CAP pós-ganglionar. A magnitude da potenciação 

induzida pelo mediador em nenhum dos casos foi a mesma que aquela da 

potenciação de longa duração induzida pelo antígeno (A-LTP). O agente que 

melhor mimetizou o antígeno foi a PGD2, a qual induziu um aumento de 75% na 

integral do CAP no caso da LTP (antígeno 94%) e um aumento de 34% para a 

STP (antígeno 91%). O aumento na integral do CAP induzido pelo PAF, U44619, 

BK, TNFa e ET-1 variou para a LTP de 34 a 47%, e para a STP de 0 a 26%. 

Esses resultados sugerem que os agentes investigados, podem interagir 

sinergicamente e assim, significativamente contribuir para a indução da A-LTP.
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No terceiro estudo, realizado em SCG de rato, utilizando modelo de 

indução de hipertensão que consiste na administração contínua, por mais de um 

mes, de ouabaina (30 pg/Kg de peso corpóreo/dia), compararam-se a integral e a 

amplitude pico a pico dos CAPs do ritmo basal de estimulação e após trem de 

estimulação (40 Hz/20 seg) para induzir potenciação pós-tetânica da transmissão 

sináptica (PTP) em quatro condições: i) controle, animais receberam infusão 

contínua do veículo; ii) pré-hipertensão, animais receberam ouabaina durante 

quatorze dias; iii) ouabaina, animais receberam ouabaina durante 47 dias; iv) 

digoxina, animais receberam 30 pg/Kg de peso corpóreo/dia durante 35 dias. 

Apenas na condição ouabaina a pressão arterial média do rato se tomou 

significativamente mais alta do que no controle. Em todas as condições, exceto 

no controle, houve um aumento significante da integral e da amplitude pico a pico 

do CAP do ritmo basal, o que sugere ser esta alteração relacionada com a 

administração prolongada dos glicosídios cardioativos. A PTP foi alterada apenas 

na condição ouabaina, o que sugere que esta alteração esteja relacionada com a 

indução de hipertensão. Os dados deste estudo demonstram que a administração 

prolongada, contínua de glicosídios cardioativos pode induzir alterações de 

parâmetros eletrofisiológicos ganglionares, cuja significância funcional não foi 

elucidada neste estudo.
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L SISTEMA NERVOSO AUTÔNOMO

O Sistema Nervoso Autônomo (Autonomic Nervous System, ANS) é 

uma parte do Sistema Nervoso que participa de maneira importante na regulação 

das funções do organismo animal que independem do controle direto da volição e 

que se relacionam com a vida vegetativa e com reações instintivas de agressão e 

de fuga. Esse sistema é formado por uma coleção de neurônios motores, cujos 

neurossomas se situam no Sistema Nervoso Central (Central Nervous System, 

CNS) e em estruturas chamadas gânglios autonômicos, que são estruturas 

constituídas de neurônios, células gliais e do tecido conjuntivo que os rodeia.

Os gânglios autonômicos são ligados entre si e com o CNS por fibras 

nervosas e situam-se ou a distancia dos efetuadores, com os quais se comunicam 

por nervos (gânglios extramurais), ou na intimidade desses efetuadores (gânglios 

intramurais).

Todos os gânglios recebem fibras pré-ganglionares provenientes do 

CNS e enviam fibras pós-ganglionares para os efetuadores : os músculos liso e 

cardíaco e as glândulas (KOIZUMI & BROOKS,1974).

Como originalmente definido por LANGLEY (1921), o ANS consiste 

de três sub-divisões : os sistemas simpático, parassimpático e entérico.

As divisões simpática e parassimpática têm funções que, apesar de 

frequentemente antagônicas, funcionam integradamente para manutenção da 

constância do meio interno, ou seja, da homeostase (LIVINGSTON,1991). Essas 

divisões apresentam diferenças anatômicas, farmacológicas e funcionais.

Anatomicamente, a inervação pré-ganglionar é proveniente, nos 

gânglios parassimpáticos, dos núcleos do III, VII, IX e X nervos cranianos e das 

porções sacrais da medula (S2-S4), enquanto nos gânglios simpáticos a inervação 

pré-ganglionar origina-se dos segmentos torácicos e lombares (T1-L3) da medula 

(RANSON & CLARCK, 1959) (Figura 1-1).
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A divisão parassimpática apresenta gânglios do tipo extramural como 

o ciliar, esfenopalatino, ótico, submaxilar e o sublingual relacionados com os 

nervos cranianos, e intramurais relacionados com os nervos sacrais e os nervos 

vagos. Já os gânglios da divisão simpática são do tipo extramural, com exceção 

da medula da supra-renal. Como consequência, as fibras pós-ganglionares 

parassimpáticas são curtas e as simpáticas longas (LOEWI & SPYER, 1990). Na 

divisão simpática, esses gânglios extramurais localizam-se próximo e lateralmente 

à coluna vertebral e na cavidade abdominal (Figura 1-1).

Os primeiros constituem o chamado tronco simpático, principal 

componente da porção simpática do ANS, formado por uma cadeia de gânglios 

ligados por ramos interganglionares. Os gânglios dessa cadeia são chamados de 

gânglios paravertebrais ou simplesmente vertebrais devido localizarem-se nas 

proximidades das vértebras, ao nível das vértebras cervicais, torácicas, lombares 

e sacrais, ordenados à direita e a esquerda, numa série de 22 gânglios (Figura I- 

1). Cada gânglio se encontra ligado com o nervo espinhal correspondente através 

de dois ramos, o ramo comunicante branco e o ramo comunicante cinzento. As 

fibras pré-ganglionares entram no gânglio através do ramo comunicante 

branco, enquanto as fibras pós-ganglionares o deixam através do ramo 

comunicante cinzento e entram no nervo espinhal correspondente (RANSON & 

CLARCK,1959). Os principais são os gânglios cervicais superior, médio e 

inferior e o gânglio estrelar. Dentre esses gânglios, vale ressaltar o gânglio 

cervical superior (Superior Cervical Ganglion, SCG) - preparação biológica 

utilizada no presente trabalho de tese - o qual constitui uma bem conhecida 

preparação para o estudo da fisiologia e farmacologia da transmissão sináptica.

Os outros gânglios pertencentes à divisão simpática localizados na 

cavidade abdominal, são os chamados gânglios pré-vertebrais. Estes recebem 

fibras pré-ganglionares que se originam na medula e atravessam os gânglios para

vertebrais sem realizar sinapse (SKOK,1973). Os principais são os gânglios



FIGURA 1-1. DESENHO ESQUEMÁTICO DAS DIVISÕES SIMPÁTICA E PARASSIMPÁTICA DO SISTEMA

NERVOSO AUTÔNOMO

Traços azuis cheios, representam as fibras pré-ganglionares parassimpáticas; traços azuis pontilhados, representam as fibras 

pós-ganglionares parassimpáticas; traços cheios vermelhos, representam as fibras pré-ganglionares simpáticas; traços 

pontilhados vermelhos, representam as fibras pós-ganglionares simpáticas. (Reproduzido de Human Physiology, Stuart I.Fox)
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celíaco, mesentérico superior e os aórticos-renais, também chamados 

conjuntamente de plexo solar, e o gânglio mesentérico inferior (Figura 1-1).

Do ponto de vista farmacológico, nas divisões simpática e 

parassimpática, o mediador entre os neurônios pré- e pós-ganglionar é a 

Acetilcolina (Acetylcholine, ACh), enquanto que entre o neurônio pós-ganglionar 

e o efetuador é, principalmente, a Norepinefrina (Norepinephrine, NE) no 

simpático e a ACh no parassimpático. Entretanto, essa descrição dos mediadores 

do ANS, universalmente aceita até poucas décadas passadas está sendo 

progressivamente revisada e amplificada. A medida que se tem coletado 

evidências, surgem indicações de que outras substancias, tais como 

neuropeptídeos (substancia P; peptídeo intestinal vasoativo (Vasoactive Intestinal 

Peptide, VIP), bombesina, etc.), também participam como transmissores ou 

moduladores e/ou como mediadores (JAN & JAN,1982;KUFFLER & 

SEJNOWSKI,1983; HORN & STOFER,1988; LOEWI & SPYER,1990).

O sistema nervoso entérico situa-se totalmente na parede intestinal, 

começando no esôfago e estendendo-se até o ânus. E constituído por neurônios 

mioentéricos originados da crista neural, que colonizam as paredes intestinais 

antes que os neurônios simpáticos e paras simpáticos enviem seus 

prolongamentos. Nesse sistema, o número de neurônios é da ordem de 

100.000.000, quase exatamente igual ao número em toda a medula espinhal, 

ilustrando a importância do mesmo para o controle da função gastrointestinal. Ele 

controla em particular, os movimentos e a secreção gastrointestinal.

Plexos mioentéricos periféricos apresentam uma desproporção entre os 

neurônios pré- e pós-ganglionares, grosseiramente da ordem de 105:l, e nesse 

sistema a divisão celular pode continuar mesmo após a expressão fenotípica já ter 

sido estabelecida (GERSHON et ah, 1983).

No sistema nervoso entérico os neurônios são encontrados dispostos 

em lâminas chamadas plexos. E assim formado, principalmente, por dois plexos, 
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um plexo externo, situado entre as camadas musculares longitudinal e circular, 

denominado plexo mioentérico ou plexo de Auerbach, e um plexo interno, 

denominado plexo submucoso ou plexo de Meissner. O plexo mioentérico 

controla principalmente os movimentos gastrointestinais, enquanto o plexo 

submucoso controla sobretudo a secreção gastrointestinal e o fluxo sanguíneo 

local.

Embora o sistema entérico possa funcionar por si mesmo, 

independentemente de nervos extrínsecos, a estimulação dos sistemas 

paras simpático e simpático pode ativar ou inibir ainda mais as funções 

gastrointestinais. Além disso, também existem terminações nervosas sensitivas 

que se originam no epitélio gastrointestinal ou na parede intestinal que 

desencadeiam reflexos locais no próprio intestino, bem como reflexos que são 

transmitidos para o intestino, a partir dos gânglios pré-vertebrais ou do CNS.

Os reflexos entéricos envolvem sinapses axo-axônicas adrenérgicas e 

colinérgicas, as quais se encontram largamente distribuídas no ANS. Entretanto, 

além da ACh e da Epinefrina (Epinephrine, E), como transmissores conhecidos, 

recentemente têm sido identificados uma série de diferentes substâncias que são 

liberadas pelas terminações nervosas de diferentes neurônios entéricos. Assim, a 

pressão intestinal interna libera serotonina (5-Hydroxy-Tryptamine, 5-HT) 

(GERSHON, 1981; GERSHON et al.,1983), enquanto a inibição descendente 

necessária para o peristaltismo é controlada pela somatotastina. Outras 

substancias liberadas além daquelas supra citadas, são o trifosfato de adenosina 

(Adenosine Triphosphate, ATP), dopamina (Dopamine, DA), colescistocinina, 

substancia P, VIP, leu-encefalina, met-encefalina e bombesina. Tais substancias 

têm sido encontradas participando como possíveis neurotransmissores, embora a 

função das mesmas como reais neurotransmissores ainda necessite de maiores 

comprovações.
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2. DESENVOL VIMENTO HISTÓRICO DO CONCEITO DA

TRANSMISSÃO GANGLIONAR : ASPECTOS ANATÔMICOS E
MORFOLÓGICOS

É de costume se iniciar a história da pesquisa concernente as 

características anatômicas da transmissão ganglionar com os trabalhos de 

GASKELL (1886) e LANGLEY (1878; 1921). Entretanto, tal história se inicia 

bem mais cedo com as observações de GALENO (129-200 A.D.) que descreveu 

sete pares de “protuberâncias ganglionares” dos nervos cranianos, que 

correspondiam aos gânglios cervical superior e nodoso e aos gânglios estrelar e 

celíaco. Ele também descreveu o tronco vagosimpático e seus ramos 

comunicantes. Mas mesmo assim, os estudos de GALENO foram precedidos por 

aqueles de HEROPHILUS (ca. 300 BC) e ERASISTRATUS (ca. 290 BC), uma 

vez que eles descreveram nervos periféricos, alguns dos quais podendo ser 

autonômicos.

As descrições dos nervos cranianos e do tronco vagosimpático por 

GALENO, foram posteriormente usadas ou plagiadas por VESALIUS (1543). A 

primeira separação clara do vago e dos nervos simpáticos foi obtida por 

ESTIENNE (1545), EUSTACHIO (1564) e REID (1634), que se referiram a 

esses últimos como “nervos intercostais”.

O tronco simpático foi descrito com maiores detalhes por WTLLIS 

(1664), embora ele o tenha considerado como um ramo dos abducentes ou como 

um nervo craniano, nervos esplâcnicos, gânglios paravertebrais e plexos 

viscerais. Como seus antecessores, ele descreveu a função dos mesmos como 

um fluxo de “espiritos” originados no cérebro, e foi o primeiro a distinguir 

entre movimentos voluntários e “involuntários”.

Em 1727, PETIT determinou que a cadeia “intercostal” era de origem 

mais subcranial que cranial, demonstrando também que tal cadeia inervava o 
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olho. Por outro lado, os primeiros achados da natureza da influência vagai sobre 

o coração teve que esperar pelos trabalhos de WEBER & WEBER (1845), que 

demonstraram a ação inibitória vagai sobre o coração após a aplicação de um 

estímulo, através de um estimulador de Faraday, no nervo vago. Esse trabalho 

constituiu uma etapa fundamental no desenvolvimento das investigações 

relacionando a morfologia com a função.

Entretanto, esses pesquisadores, não foram os primeiros a estudar essa 

ligação. WINSLOW (1732), WHYTT (1751 ;1765), MECKEL (1751), 

JOHNSTONE (1764), e MONRO (1783) também contribuiram para os estudos 

morfológicos de mamíferos e foram os primeiros a usar o têrmo “gânglio” 

(MECKEL, 1751). Tais autores, também descreveram plexos e a possível 

contribuição sensorial para os gânglios, bem como mostraram que os nervos 

aferentes eram estruturas diferentes dos pré-ganglionares, e re-nomearam os 

“intercostais” como “nervi sympathici maximi” (WINSLOW, 1732). Eles também 

enfatizaram a geração de efeitos no “animal” via esses nervos no coração, 

intestino, bexiga e pupila. Algumas vezes eles se referiram a essas funções como 

sendo devidas a “sympathies” que os nervos pertinentes transportavam 

(WINSLOW, 1732). Dessa forma, eles atribuiram “sensibilidade” a esses nervos 

e reconheceram o que hoje pode ser chamado de características reflexas das 

funções involuntárias (WHYTT, 1765). Finalmente, ressaltando a complexa 

morfologia dos gânglios e seus fluxos externos simpáticos e a importância 

dos mesmos com respeito a atividades involuntárias e viscerais 

(BICHAT, 1802), eles referiram-se aos gânglios como “pequenos cérebros” 

(WINSLOW, 1732; JOHNSTONE, 1764).

Entretanto, um maior grau de compreensão sobre a morfologia e a 

fisiologia ganglionar só foi desenvolvida no século XVIII, uma vez que foi 

sómente aí que os pesquisadores tiveram um melhor entendimento da natureza 

homeostática da atividade ganglionar, do controle dos mesmos sobre a função 
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visceral e de seus pápeis na relação existente entre as emoções e seus efeitos 

funcionais.

O século XIX trouxe descrições adicionais de nervos pós-ganglionares 

não-mielinizados (REMAK,1838), ramos comunicantes, e vias deixando os 

gânglios e se dirigindo para a espinha dorsal e para os efetores, bem como de 

gânglios especiais como o ótico, e descrições de plexos (MEISSNER,1857; 

AUERBACH,1864).

O significado funcional dessas estruturas tomou-se claro com a 

descoberta da musculatura lisa na iris, útero, bexiga, vasos arteriais e trato 

gastrointestinal (para referências veja : PICK,1970). Contudo, a maior 

contribuição para o entendimento do papel funcional do que hoje chamamos de 

ANS, foi dada pelos trabalhos de CLAUDE BERNARD (1852). Em seus 

experimentos, ele descobriu que a secção unilateral do “nervo simpático 

cervical...”, em cães, levava ao “aquecimento ipsilateral da cabeça” e a uma 

“circulação sanguínea mais ativa”. Esses achados foram considerados por 

BERNARD em conexão com o efeito das lesões do CNS sobre a circulação 

corporal, descrito por P.FLOURENS (1824). Entretanto, o completo significado
r

desses experimentos só foi esclarecido quando BROWN-SEQUARD 

(1852) mostrou que a estimulação galvânica de nervos simpáticos, de animais, 

gelava a pele e atenuava o fluxo sanguíneo cutâneo (veja também : PICK,1970).

Trabalhos subsequentes realizados por PFLÜGER (1857) (veja: 

BROOKS,1979; BROOKS & SELLERS,1981), e particularmente BERNARD 

(1858;1878) levaram ao estabelecimento do papel do que hoje é referido como 

sistemas simpático e parassimpático no controle das funções oculares, 

glandulares, vasculares, gastrointestinais e genitais, bem como de outras funções. 

Além disso, BERNARD demonstrou a relação entre esses fenômenos e a medula, 

e prenunciando CANNON, enfatizou o papel homeostático dos sistemas 

envolvidos. Nesse contexto, é importante ressaltar a descoberta do nervo e do 
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reflexo inibidor, por LUDWIG (1866), o que o toma responsável pelo 

desenvolvimento do conceito de feedback (BROOKS & SELLER,1981).

Ainda no século XIX, GASKELL e LANGLEY, combinaram um 

estudo completo da morfologia do Sistema Nervoso Periférico (Peripheral 

Nervous System, PNS) com a pertinente interpretação funcional.

GASKELL (1886; 1916) traçou as raízes anterior e posterior dos nervos 

cranianos da “cadeia ganglionar lateral ou vertebral” e os ramos comunicantes, 

descrevendo os três pontos de saída das fibras medulares (hoje chamadas pré- 

ganglionares) ou seja, as saídas bulbar, toraco-lombar e sacral. Ele referiu-se a 

esse sistema como o sistema nervoso involuntário. Em adição, ele também 

descreveu “gânglios pré-vertebrais ou colaterais”, e finalmente discutiu a relação 

entre as raízes posteriores (i.e. sensoriais) e o gânglio, e suas raízes esplâcnicas. 

Uma vez que ele também estudou o papel funcional dos nervos “vagosimpáticos” 

(GASKELL, 1886) e os nervos cranianos no controle das atividades cardíacas, 

pupilares, e glandulares (salivares e lacrimais) ele fundamentalmente sugeriu a 

existência de um “arco-reflexo” análogo ao “arco reflexo voluntário”. Ou seja, 

uma aferência ou um receptor nervoso terminal no como lateral da medula ou no 

núcleo vagai, e um nervo conector unindo o como lateral ou o núcleo vagai com 

as células ganglionares simpáticas ou vagais. É também de particular importância 

o fato de que GASKELL (1886; 1916) enfatizou seus achados e aqueles de outros 

pesquisadores, sugerindo que “cada... tecido...involuntário é inervado por dois 

conjuntos de fibras nervosas de características opostas”; ele também ressaltou 

que sua “explicação de inibição se aplicava ao que ocorria no CNS” e que o 

conceito de “atividade excitatória... e inibitória” dizia respeito a este último.

Esses achados de GASKELL, serviram como uma sólida base para os 

trabalhos de LANGLEY (1852-1925), que foi o primeiro investigador a fazer o 

uso sistêmico de ferramentas químicas e farmacológicas para investigar nervos ou 

funções sinápticas e seus sítios. Em seus estudos, LANGLEY primeiramente 
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utilizou a Pilocarpina, e subsequentemente a Nicotina (LANGLEY & 

DICKJNSON,1889), com o intuito de mapear as células do sistema nervoso 

periférico que inervavam os efetores “involuntários”.

Esses e outros estudos levaram LANGLEY a definição de “neurônios 

pré- e pós-ganglionares” e do “sistema nervoso autônomo”, o qual adotou 

o sistema “parassimpático” descrito anteriormente por GASKELL como 

consistindo das saídas sacral e craniana, bem como as cadeias ganglionares 

pré-vertebrais e vertebrais.

LANGLEY, também demonstrou, via experimentos em que a nicotina 

foi aplicada diretamente no gânglio, que o sítio de ação bloqueadora da nicotina 

era o próprio gânglio, e não as terminações nervosas da saída simpática. 

Finalmente, LANGLEY (1921) reconheceu que os plexos de Auerbach e 

Meissner constituíam o “sistema entérico” independente, sem “nenhuma conexão 

significativa com a saída autonômica da espinha dorsal” (NORTH,1982). Nesse 

contexto, vale ressaltar a contribuição prévia de RAMÓN Y CAJAL (1892).

A descrição do ANS gerada no final de 1880 por GASKELL & 

LANGLEY que foi amplificada nos 25 anos seguintes por investigações 

relacionadas com o papel dos neurotransmissores, finalizou o entendimento 

essencial dos aspectos morfológicos e funcionais do sistema autonômico.

Dentre os importantes estágios do desenvolvimento do conhecimento 

da estrutura e função ganglionar, deve ser ressaltada a demonstração de que não 

sómente as aferências periféricas (GASKELL, 1886), mas também e, 

particularmente, as aferências viscerais (HERING & BREUER,1868; RANSON 

& BILLINGSLEY,1916) contribuem para o arco reflexo de GASKELL. O 

próprio LANGLEY contribuiu para esses estudos, e os estudos prévios da “dor 

visceral” foram importantes nesse contexto. De fato, desde o fim do século XIX, 

SCHAFER (1900) descreveu o comprimento do axônio e os reflexos 

ganglionares, bloqueio ganglionar e outros fenômenos.
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Outros importantes achados relacionados a interconexões 

ganglionares referem-se as sua histologia e citologia. Assim, os processos 

axônicos e dendríticos das células autonômicas, identificados préviamente por 

RAMÓN Y CAJAL (1881) serviram subsequentemente para a classificação 

anatômica das células autonômicas (RAMÓN Y CAJAL, 1911; CARPENTER & 

CONEL,1914; veja também : BOTAR, 1966). Dessa forma, muitos investigadores 

avaliaram o conteúdo das fibras, a razão de fibras pré- e pós-ganglionares e a 

contagem de células e a presença de gânglios aberrantes, sinapses ou fibras 

(KUNTZ,1938; PICK,1970). Além disso, esses estudos revelaram que os 

gânglios podem constituir estações de transmissão podendo subservir discretas 

interações entre vários inputs anatômicos, o que foi subsequentemente revelado 

como de natureza multitransmissora, caracterizando assim, a complexa 

morfologia ganglionar.

Finalmente, a estrutura cito lógica mais fina das células ganglionares 

que inclui : mitocondrias, aparelho de Golgi, neuroglia, especializações sub- e 

pré-sináptica, e vesículas pré-sinápticas, foi descrita por PALAY & PALADE 

(1955) e DeROBERTIS & BENNETT (1955), embora a identificação das 

vesículas sinápticas tenha sido inicialmente proposta por ROSENBLUTH (1963) 

eTAXI(1967).

Um particular avanço ocorrido na morfologia ganglionar, se deu com a 

descoberta das células pequenas e intensamente fluorescentes (Small Intensify 

Fluorescent cells, células SIF). O fato dessas células estarem presentes nos 

gânglios e que podem ser inervadas pré-ganglionicamente, foi préviamente 

sugerido por SMIRNOW (1890). Posteriormente, a E foi identificada como sendo 

a catecolamina presente nessas células, fato que foi confirmado por estudos com 

a microscopia fluorescente (ERANKO & HANKONEN,1965; NORBERG et 

al.,1966).

Um outro importante aspecto da organização ganglionar, relaciona-se 
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com suas conexões espinhais e supra-espinhais. Embora GASKELL (1886) já 

tivesse descrito o “conector” intrasegmental no pool de neurônios pré- 

ganglionares, a sua exata localização e distribuição, à despeito dos numerosos 

estudos realizados (BIEDL,1895; POLJAK,1922), não foram totalmente 

descritos, até as últimas duas décadas.

O fato que permanece mais incompleto, entretanto, diz respeito ao 

controle supra espinhal dos gânglios autonômicos. A existência de tal controle 

tem sido conhecido desde as investigações e ensaios euristicos, sendo 

mencionado por MAGENDIE, FLOURENS e BERNARD (veja também: 

MAREY, 1863; 1881).

O controle central da pressão sanguínea e de outras reações 

autonômicas foram subsequentemente demonstradas por OWSJANNIKOV 

(1869). Tal investigador, relacionou, particularmente, o controle hipotalâmico 

sobre o sistema autonômico. Esses trabalhos foram, a seguir, expandidos 

brilhantemente por BARD (1929) e pelo ganhador do prêmio Nobel, HESS 

(1954). O papel de outras áreas supra espinhais presentes na córtex 

(KORNER,1971) e no sistema límbico, medula e eixo bulbo-espinhal (LIM et 

al., 1938), bem como dos barro- e quimiorreceptores (HEYMANS & NEIL,1958) 

foi investigado posteriormente.

Pode ser adicionado nesse contexto, que enquanto as vias autonômicas 

ascendentes e descendentes têm sido estudadas continuamente, iniciando-se com 

os trabalhos de BRUCE (1906), GREVING (1925) e BOK (1928), suas exatas 

localizações e origens centrais, ainda não são exatamente conhecidas. Assim, a 

origem central do controle hipotalâmico direto ou indireto ou o controle límbico 

sobre os núcleos pré-ganglionares, ainda não é precisamente entendido (SAPER 

et al.,1976).

Dessa forma, os efeitos autonômicos relacionados com áreas do CNS 

que se combinam com influências comportamentais para preservar a homeostase 
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autonômica, como refletido nos padrões da pressão arterial, temperatura, e outras 

funções corporais, de uma maneira geral é sómente entendida parcialmente. 

Certamente esses controle central tem que ser considerado dentro da estrutura do 

conceito da clássica função “involuntária” do ANS e do reflexo autonômico.

5. TRANSMISSÃO GANGLIONAR SIMPÁTICA

O têrmo sinapse foi introduzido por SHERRINGTON em 1897, para 

descrever aquelas áreas de íntimo contato que são especializadas para a 

transmissão efetiva de um neurônio para o outro.

A investigação experimental do mecanismo pelo qual a ação sináptica 

excitatória evoca a descarga de impulsos está íntimamente ligada com os meios 

pelos quais o impulso nervoso pré-sináptico evoca uma despolarização pós- 

sináptica. As primeiras especulações sobre a natureza da transmissão através das 

regiões juncionais têm de longe, precedido o período de controvérsia, nos anos 

30, entre os exponentes das hipóteses química e elétrica. Assim, a história da 

transmissão ganglionar está ligada com o desenvolvimento do conceito químico 

como um rival do conceito da transmissão elétrica.

O conceito da transmissão química tem se desenvolvido desde a época 

do conceito dos “espíritos animais”, que de acordo com GALENO eram fluídos 

que viajavam em nervos ôcos ou vazios, para atuarem no corpo (veja : 

BRAZIER,1959; BROOKS & SELLER, 1981). Essa especulação foi 

compartilhada nos 200 anos seguintes por DESCARTES (1649), von HALLER 

(1755) e CROONE (1852) que falavam de “espíritos líquidos” que descendiam 

através de nervos tubulares para distender o músculo como um balão, durante a 

sua contração.

Esse conceito de “espírito animal” foi, então mudado pelo da 
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irritabilidade dos efetores (GLISSON,1677) e da “eletricidade animal” 

(GALVANI,1791). Finalmente, no século XIX, a escolha foi estabelecida entre 

as forças “nervosa” e “elétrica” (ou galvânica) (MATEUCCI, 1840).

No caso da transmissão parassimpática, dados obtidos em meados do 

século XVHI, por vários investigadores, tais como WEBER & WEBER (1845), 

SCHMIEDEBERG & KOPPE (1869) e GASKELL (1887), já apontavam para a 

transmissão química. Observações feitas por esses pesquisadores mostraram que 

a pilocarpina e a muscarina produziam efeitos similares àqueles da estimulação 

vagai (SCHMIEDEBERG & KOPPE, 1869; GASKELL, 1887; DIXON,1907).

DuBOIS-RAYMOND (1877) foi o primeiro a sugerir que a 

transmissão juncional podería ser tanto química como elétrica, sendo mais 

provavelmente do tipo química, enquanto KÜHNE (1888) acreditava que a 

mesma fosse elétrica. A controvérsia entre esses dois pontos de vista, 

continuou no século seguinte, e apesar disso, dados concernentes a 

transmissão química em sítios efetores simpáticos e paras simpáticos, continuaram 

a se acumular através do século XIX e das primeiras décadas do século XX. O 

próximo passo signifícante nesse sentido, ocorreu em 1904, quando ELLIOT 

sugeriu que o impulso nervoso simpático atuava pela liberação de uma substancia 

química, a E, nas regiões juncionais em músculos lisos.

A essa altura, talvez com o trabalho de ELLIOT e as especulações de 

DuBOIS-RAYMOND em mente, LANGLEY (1905) apresentou a idéia de 

neurotransmissores químicos e de receptores. Um pouco depois, DIXON (1906) 

propôs que os impulsos parassimpáticos atuavam pela liberação de uma outra 

substancia que assemelhava-se a muscarina.

Na mesma época, HUNT & TAVEAU (1906), ressaltaram a ação 

vasodepressora extraordinariamente potente da colina acetilada (ACh), quando 

comparada com aquela da colina. Em 1914, DALE (1914) ressaltou a possível 

presença de uma esterase no sangue, o que podería explicar o efeito fugaz da 
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ACh, no sistema cardiovascular, quando administrada intravenosamente, bem 

como os efeitos pressores dos derivados da colina. Além disso, DALE criou os 

têrmos “muscarínicos” e “nicotínicos” para identificar as ações excitatórias da 

ACh nos sítios parassimpáticos e nos gânglios autonômicos, respectivamente.

Entretanto, apesar do assunto continuar interessando os pesquisadores, 

foi sómente na década de 20 que o mesmo tomou-se mais claro. As investigações 

pioneiras de LOEWI (1921) e de LOEWI & NAVRATIL (1926) mostraram que 

o nervo vago inibia o coração por meio da liberação de um transmissor 

químico, e utilizando fisostigmina na preparação vago-cardíaca de LOEWI, 

confirmaram o conceito de DALE sobre a ação da ACh. Isso então, explicou os 

efeitos da físostigmina em muitos sítios, descritos no decorrer do século por : 

HAMER, LENZ, BEZOL & GOTZ, e ARNSTEIN & SUSTSCHINSKY (veja : 

KARCZMAR,1970; HOLMSTEDT,1972), o que levou ao esclarecimento do 

conceito da físostigmina como um anti-colinesterásico. Um pouco mais tarde, 

CANNON & BACQ (1931) e CANNON & ROSENBLUETH (1933) 

observaram que a estimulação ortosimpática liberava uma substancia semelhante 

a E e assim causava aceleração do coração.

A demonstração da liberação de E ou de substancias análogas a E, em 

vários tecidos, indicou que a mesma exercia no ANS, uma função que era 

análoga, mas oposta aquela da ACh.

Uma série, particularmente boa, de investigações experimentais 

(FELDBERG & GADDUM,1934; DALE et al.,1936) estenderam a hipótese da 

transmissão química aos gânglios simpáticos e a transmissão neuromuscular, 

tendo como neurotransmissor a ACh (BARSOUM et al.,1934; 

DALE, 1935; 1937; 1938; EMMELIN & MUREN,1950).

Finalmente, KOPPANYI et al. (1947) demonstraram que gânglios 

simpáticos eram os sítios estratégicos da ação pressora da ACh e da nicotina, e 

que a físostigmina e outros anti-colinesterásicos, incluindo os organo-fosforados, 
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exerciam ações ganglionares que eram consistentes com a natureza colinérgica 

da transmissão ganglionar. Os trabalhos de KOPPANYI, assim contribuiram 

para a generalização do conceito da colinergicidade da transmissão 

ganglionar. Como bem expressado por VOLLE (1966), esses e outros 

resultados adicionais, todos obtidos na década de 30, constituem a prova final 

da colinergicidade que hoje referimos como transmissão ganglionar autonômica 

primária.

Entretanto, apesar de todos essas evidências, ao contrário da visão de 

pesquisadores tais como FELDEBERG, BROWN, BACQ e outros, que eram a 

favor da transmissão química, ECCLES preferia a teoria elétrica da transmissão. 

Foi sómente na década de 40 que ele rendeu-se aos argumentos dos 

pesquisadores que apoiavam a teoria química.

No CNS, a transmissão química foi proposta primeiramente por 

ADRIAN (1924) e logo depois confirmada por SHERRINGTON (1925), e 

posteriormente por DALE (1935). Contudo, a hipótese elétrica da transmissão 

sináptica no CNS, continuou tendo um largo suporte (ERLANGER,1939; 

ARVANITAKI & CHALAZONITIS,1949; FESSARD,1951) até que foi 

descartada por investigações experimentais a partir de 1951, através do emprego 

de registros intracelulares. Através de análises eletrofisiológicas e 

farmacológicas, ECCLES et al.(1954) demonstraram a existência da transmissão 

colinérgica em sinapses entre as células espinhais de Renshaw e os 

motoneurônios.

A controvérsia existente entre as duas teorias, portanto, serviu como 

um potente estímulo para a investigação das mesmas. A transmissão química 

levou a investigações farmacológicas minuciosas, como aquelas revistas por 

BACQ (1935), BROWN (1937), DALE (1937;1938), KOELLE & GILMAN 

(1949), HUNT & KUFFLER (1950) e RIKER (1953), enquanto a hipótese 

elétrica exigia um estudo bem mais preciso dos eventos elétricos pré- e pós- 
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sinápticos (KUFFLER, 1949) e dos eventos elétricos que ocorriam através de 

modelos sinápticos (KATZ & SCHMITT,1939; ARVANITAKI,1942; 

MARRAZZI & LORENTE de NÓ, 1944; GRANIT & SKOGLUND,1945a,b).

Toda essa confusão, entretanto, foi posta por terra pelo advento do 

microeletrodo e da microscopia eletrônica, nos anos 50. A velha controvérsia foi 

então, substituída pela clara evidência de que algumas sinapses são químicas e 

outras elétricas. Assim, com a utilização da microscopia eletrônica tomou-se 

claro as principais estruturas requeridas para a explicação fisiológica da 

transmissão química. As sinapses dos gânglios simpáticos de sapo estão entre as 

primeiras a serem estudadas pela microscopia eletrônica (DeROBERTIS & 

BENNETT,1955), com reconhecimento da acumulação de vesículas pré- 

sinápticas e espessamento das membranas de ambos os lados da fenda sináptica. 

Tais observações mostraram, portanto, as feições características de uma sinapse 

química.

O que foi adicionado mais tarde a essas evidências foi a demonstração 

de potenciais excitatórios miniaturas e a localização e distribuição das 

colinesterases. A palavra final no papel da ACh como transmissor primário, foi 

dada por NISHI et al.(1967) utilizando uma série de métodos eletrofisiológicos e 

de microscopia eletrônica.

Entretanto, mesmo esses avanços, não deram por terminada a história 

da transmissão química, nos gânglios autonômicos. Temos ainda que considerar 

outros transmissores que não a ACh.

GADDUM, conjecturou no início da década de 50, e 

subsequentemente demonstrou a presença de 5-FIT nos gânglios autonômicos 

(GADDUM & GIAJRMAN,1956). Tais achados foram posteriormente 

confirmados nos laboratórios de KURUME-LOYOLA por meio de métodos 

quimio-sensitivos e de cromatografia líquida de alta precisão. Esses autores 

também sugeriram que a 5-HT se encontrava localizada pós-ganglionarmente e 
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sugeriram que ela atuava retrógrada e pré-sinápticamente.

A proposta de que os intemeurônios ganglionares, seguindo sua 

ativação muscarínica, libera catecolaminas, foi primeiramente feita por ECCLES 

& LIBET (1961). Posteriormente, LIBET (1970) e LIBET & OWMAN (1974) 

utilizando métodos histoquímicos e citoespectro-fluorométricos, relacionaram o 

potencial inibitório pós-sináptico (Inhibitory Post Synaptic Potential, IPSP) lento 

com as catecolaminas liberadas pelas células SIF.

Por outro lado, diversas investigações têm sugerido aminoácidos, 

peptídeos e nucleotídeos cíclicos, como possíveis neurotransmissores. Tem sido 

demonstrado, que o ácido gama-amino-butírico (Gamma-Aminobutyric Acid, 

GABA) se encontra presente nos gânglios (WANIEWSKI & SURIA,1977) e 

possivelmente em neuroglia (BOWERY & BROWN, 1972). Isso foi confirmado 

por BERTILSSON et al.(1976) através de métodos microquímicos.

Também tem sido conhecido ao longo do tempo que peptídeos, tais 

como a substancia P e a somatotastina estão presentes no cérebro ou na espinha 

dorsal ou em ambos (PERNOW,1963). Em adição, vários peptídeos têm sido 

identificados nos gânglios através de métodos de imunofluorescência ou 

imunohistoquímica (HÕKFELT et al.,1977). Além disso, a presença de 

nucleotídeos cíclicos foi estabelecida, nos anos 70 (BLOOM,1972;

GREENGARD,1978), quase simultaneamente no CNS e em gânglios 

(GEORGE et al.,1970; McAFEE et al., 1971), sendo também demonstrado que 

a ACh e/ou colinomiméticos e a estimulação pré-sináptica leva ao aumento de 

monofosfato de adenosina cíclico (Cyclic Adenosine Mono Phosphate, cAMP) e 

de monofosfato de guanosina cíclico (Cyclic Guanosine Mono Phosphate, 

cGMP).

Dessa forma, os eventos ao nível da sinapse podem ser interpretados 

tanto de acordo com a teoria química como pela teoria elétrica. A teoria química 

atribui a resposta da célula pós-sináptica a uma substancia química liberada pelos 
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terminais nervosos pré-sinápticos. Já o mecanismo elétrico, pré-supõe a ativação 

dos neurônios pós-sinápticos por correntes elétricas que fluem diretamente dos 

terminais pré-sinápticos para as células pós-sinápticas. Exemplos de cada um 

desses tipos de transmissão podem ser encontrados em vários tipos de sinapses 

entre vertebrados e invertebrados. Entretanto, ainda não foram obtidas evidências 

concretas da existência da transmissão elétrica nas sinapses de mamíferos.

Dentre as preparações utilizadas para o estudo da transmissão sináptica 

simpática se encontra o SCG. Esse gânglio tem uma importância histórica muito 

relevante. Ele se encontra entre os primeiros tecidos nervosos utilizados para 

testar a teoria química da transmissão sináptica. A sua existência foi demonstrada 

desde o século II D.C. (129-200) por GALENO (1528).

FELDBERG & GADDUM (1934) seguindo um paradigma semelhante 

ao usado por LOEWI com relação a demonstração da Vagustoff, foi capaz de 

demonstrar, no SCG, que a estimulação das fibras pré-ganglionares liberava ACh. 

Através de uma série de elegantes experimentos ele claramente demonstrou que 

sinapses colinérgicas ativaram respostas nicotínicas diferentes das respostas 

muscarínicas conhecidas. Ele provou que a liberação ocorria a partir das fibras 

pré-ganglionares e não das pós-ganglionares (FELDBERG & 

GADDUM, 1934). Essas abordagens farmacológicas foram, logo a seguir, 

complementadas por estudos eletrofisiológicos (ECCLES,1935a,b,c;1944).

O SCG de rato, como originalmente descrito por LARRABEE & 

POSTERNAK (1952), é um tecido simpático periférico que oferece várias 

vantagens para a investigação da fisiologia e da farmacologia da transmissão 

sináptica simpática de um modo geral (McAFEE,1982) e, em particular dos 

mecanismos das diversas formas de neuroplasticidade (ZENGEL et al.,1980; 

BROWN & McAFEE,1982). Suas bem caracterizadas sinapses colinérgicas 

nicotínicas localizam-se entre os nervos pré- e pós-ganglionares.

O SCG constitui pois, uma preparação bem estabelecida para o estudo 
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das sinapses colinérgicas (BROWN & FELDBERG,1937; MacINTOSH,1938; 

HARVEY & MacINTOSH,1940; PATON & ZAIMIS,1951; EMMELIN & 

MacINTOSH,1956; GRUNDFEST,1964).

Entretanto, ele não constitui sómente um modelo de sinapse 

colinérgica, mas sim uma versátil preparação nervosa, pois embora as sinapses 

nesse gânglio sejam primariamente colinérgicas, existe uma multiplicidade de 

receptores pré- e pós-ganglionares para aminas biogênicas, aminoácidos e mesmo 

peptídeos (WALLIS,1979). Ele é, portanto, apropriado para o estudo da 

liberação e atuação da ACh e a modulação desse processo por outros 

neurotransmissores e neurohôrmonios (McAFEE, 1982). Em adição, existem 

evidências de sinapses adrenérgicas no gânglio, uma vez que existe uma 

significante rede de terminais contendo catecolaminas por todo o gânglio, os 

quais têm sido hipotetizados como originados dos dendritos ou de colaterais 

recorrentes de neurônios pós-ganglionares adrenérgicos (BIRKS & 

McINTOSH,1961; DAIL et al.,1980). Contudo, a transmissão catecolaminérgica 

no gânglio tem sido questionada por vários investigadores e permanece sujeita a
r 

uma vigorosa controvérsia e a uma intensa experimentação (GROB,1977). E 

também provável, que outros neurotransmissores sinápticos também sejam 

encontrados (LIBET,1970; BROWN et al.,1981). Dessa forma, ele é mais que 

um simples modelo de sinapse colinérgica.

Estudos recentes (KIERNAN,1990; PRYSTOWSKY,1994; 

LEVINE,1994; MCCANN,1994) têm ressaltado uma intima associação entre o 

sistema nervoso e o sistema imunológico. HUGHES et al.(1992) encontraram 

evidências de que existe uma ligação entre o sistema imune e o sistema nervoso 

de invertebrados, e que as citocinas imunoreativas como o Fator de Necrose 

Tumoral (Tumour Necrosis Factor, INF), parecem ter um papel nessa interação. 

Isso demonstra que esses sistemas têm muito mais em comum do que 

préviamente se imaginou. Eles trabalham juntos, efícientemente e estão em 
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constante comunicação um com o outro. Nesse sentido, o SCG tem se mostrado 

como uma preparação biológica bastante útil no esclarecimento das interações 

existentes entre esses dois sistemas (UNDEM et al.,1991), podendo servir muito 

em breve como um sistema transitório entre a junção neuromuscular e o cérebro, 

bem como um elo de ligação entre tais sistemas.

4. GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG)

O SCG, classificado pela maioria dos estudiosos do ANS como um 

gânglio paravertebral, reside no seio carotídeo, mais precisamente na bifurcação 

da artéria carótida (Figura 1-2), a alguns milímetros do forame jugular, na parte 

superior do pescoço e próximo a base do crânio. Em muitos mamíferos, o gânglio 

é bilobado ou duplo fusiforme, em formato, possivelmente como resultado da 

fusão durante a ontogênese com o equivalente gânglio cervical médio. Seu 

tamanho e peso são proporcionais ao peso corporal do animal. No rato seu peso 

seco é cêrca de 1 mg, no coelho 10 mg e no bezerro cêrca de 200 mg. Já o 

conteúdo proteico é de aproximadamente 1/7 do peso seco. Suas células possuem 

dendritos, os quais se estendem várias centenas de micras além do corpo celular. 

O número de suas células, bem como a complexidade de sua árvore dendrítica 

estão relacionadas ao tamanho do animal (PURVES et al.,1986).
r

E apropriado para estudos neuroquímicos e estruturalmente bem 

adaptado para medidas eletrofisiológicas. Tem sido usado como modelo para 

estudos farmacológicos neurobiológicos, e também como uma fonte primária de 

células para cultura de tecidos (VOLLE,1975; 0’LAGUE et al.,1978). Pode ser 

estudado in situ ou isolado e mantido in vitro por horas ou mesmo dias, sem 

detrimento óbvio de suas respostas eletrofisiológicas.

Ele é simples em sua estrutura tendo bem definidos nervos de entrada e 
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saída que emanam de seu corpo. Entre seus nervos estão alguns que não são 

constantes, como o nervo para a faringe e o nervo cardíaco superior 

(BILLINGSLEY & RANSON,1918; REIGHARD & JENNINGS, 1935; 

PERRY,1953).
z

E relativamente homogêneo na composição celular, com axônios pré- 

ganglionares colinérgicos terminando em corpos celulares e dentritos 

adrenérgicos.

As fibras pré-ganglionares que se dirigem ao SCG trafegam pelo nervo 

simpático cervical (Figura 1-2), um de seus nervos mais volumosos. Este é 

composto largamente por axônios originados de neurônios colinérgicos na coluna 

celular intermediolateral da porção torácica da medula espinhal. Essa mistura de 

nervos mielinizados e não mielinizados entram no polo posterior do gânglio e 

cada axônio pré-ganglionar divide-se em numerosas ramificações antes de 

terminar em neurônios pós-ganglionares (divergência) e cada neurônio do gânglio 

é suprido por várias fibras pré-ganglionares (convergência). De acordo com 

PERRI et al. (1970a) fibras pré-ganglionares com diferentes velocidades de 

condução convergem para os neurônios ganglionares.

Através de experimentos com a nicotina, LANGLEY (1899) 

determinou que as fibras pré-ganglionares do SCG passam direto (sem 

interrupção sináptica) pelo gânglio estrelar. De acordo com LANGLEY (1897), a 

nicotina aplicada no referido gânglio bloqueia a passagem do estímulo em todas 

as rotas, demonstrando que todas as fibras que trafegam pelo gânglio sofrem 

interrupções sinápticas. Tais dados foram confirmados posteriormente por 

estudos morfológicos (GIBSON,1940) bem como por estudos eletrofisiológicos 

do gânglio (BISHOP & HEINBECKER,1930; ECCLES, 1935a).

BOWERS & ZIGMOND (1979) usaram a técnica de coloração para 

investigar a localização dos neurônios do SCG de rato que projetam-se em 

diferentes troncos nervosos pós-ganglionares. Tais pesquisadores observaram que
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FIGURA 1-2. GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR DE GATO E SEUS 

NERVOS

I: gânglio cervical superior; 2: ramo para o nervo hipoglosso; 3: nervo interno da 

carótida; 4: ramo para o nervo glossofaríngeo; 5: ramos para a faringe; 6: ramos 

para a artéria carótida externa; 7: anastomoses com o ramo do nervo hipoglosso; 

8: ramo para a artéria tireóidea superior; 9,11-13: ramos comunicantes cinzentos 

para os nervos espinhais cervicais mais altos; 10: nervo simpático; 14: ramos para 

o nervo vago. (Reproduzido de Physiology of Autonomic Ganglia, Vladimir 

I.Skok).
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cêrca de 45% do total da população de neurônios enviavam processos para o 

nervo carotídeo externo, e que seus corpos celulares estavam localizados quase 

exclusivamente na porção proximal (caudal) do gânglio. Os axônios dos corpos 

celulares localizados próximo, mas distalmente ao ponto de origem do nervo 

carotídeo externo, geralmente passavam pelo nervo carotídeo interno, como todos 

aqueles originados dos somas na porção distai (rostral) do gânglio. Axônios de 

aproximadamente 30% dos neurônios trafegavam no nervo carotídeo interno. Na 

parte proximal do gânglio uma população de somas foi encontrada com seus 

axônios projetando-se para o tronco cervical simpático (“nervo pré-ganglionar”), 

enquanto algumas fibras do nervo carotídeo externo se originavam dos gânglios 

cervicais médio e inferior (BOWERS & ZIGMOND,1981). Observações 

semelhantes foram feitas no coelho (DOUGLAS et al.,1960) e no SCG de gato 

(JACOBOWITZ & WOODWARD,1968). Entretanto, nem todos os nervos 

adrenergicos encontrados no tronco cervical simpático ou próximo do SCG 

podem ser assumidos como originados desses corpos celulares, uma vez que, 

pelo menos no coelho, muitos axônios originados nos gânglios estrelar e cervicais 

médio e acessório, passam através do SCG para emergir no nervo carotídeo 

externo (DOUGLAS & RITCHIE,1956; DAIL et al.,1980).

Também foram encontradas fibras pré-ganglionares que se dirigem ao 

SCG provinientes do nervo vago. Além disso, algumas fibras vagais podem 

entrar no nervo simpático cervical e descer caudalmente através desse nervo 

(FOLEY,1945).

Existem dois maiores nervos pós-ganglionares que deixam o gânglio : 

os nervos carotídeos interno e externo (MATTHEWS & ROBISON,1980). O 

nervo carotídeo externo deixa o gânglio através do lobo posterior no meio do 

gânglio, e o nervo carotídeo interno, o deixa através do polo anterior (Figura 1-2). 

Este último, principal via das fibras pós-ganglionares que deixam o gânglio, é 

geralmente usado para registros extracelulares de descargas pós-ganglionares.
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Esses nervos distribuem-se juntamente com suas respectivas artérias.

Estimulação do tronco nervoso pós-ganglionar (nervo carotídeo 

interno) leva a ativação sináptica da grande maioria dos neurônios simpáticos do 

SCG do cobaio (PERRI et al., 1970b). Resultados semelhantes foram obtidos por 

ERULKAR & WOODWARD (1968) no coelho. A estimulação desse nervo 

evoca um potencial pós-ganglionar de considerável amplitude no nervo cardíaco.

O nervo carotídeo interno é formado por 4 ou 5 ramos, e de acordo 

com LANGLEY (1904) a localização de cada ramo é constante, mas 

BILLINGSLEY & RANSON (1918) não observaram esta mesma constância. 

Este nervo entra no crânio onde um ramo inerva a glândula pineal, e os outros 

distribuem-se com o nervo oculomotor para inervar os músculos dilatadores da 

iris e os músculos lisos da membrana nictante e das pálpebras. Já o nervo 

carotídeo externo, inerva os vasos sanguíneos da face e também as glândulas 

sudoríparas, no homem.

Algumas fibras pós-ganglionares do SCG retomam ao nervo 

simpático cervical (FOLEY,1945; DOUGLAS et al.,1961; NIELSEN et 

al.,1969), ou entram no nervo vago através de anastomoses entre o SCG e o 

gânglio nodoso, passando em direção ao coração (NIELSEN et al.,1969), de 

maneira semelhante aquelas fibras em outros animais, que formam o nervo 

cardíaco superior (DAIL et al.,1980).

Existem ainda no SCG, um grupo de pequenas células intensamente 

fluorescentes, cujos axônios não se estendem para fora do gânglio. São as 

chamadas células SIF as quais recebem estimulação pré-ganglionar 

(HAMBERGER et al.,1963; NORBERG & SJÕVIST,1966; MATTHEWS & 

RAISMAN, 1969; ERÃNKO & ERÃNKO,1971).

Evidências morfológicas (SIEGRIST et al.,1968; WILLLAM & 

PALAY,1969; MATTHEWS, 1971) e fisiológicas (LIBET & OWMAN,1974), 

mostram que as células SIF não são células cromafins liberando as substancias no 
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sangue, mas sim intemeurônios inibitórios enviando fibras para os neurônios 

ganglionares (LIBET & OWMAN,1974). Acredita-se que as células SIF sejam 

dopaminérgicas nos mamíferos e adrenérgicas nos anfíbios (LIBET & 

KOBAYASHI,1974).

Contudo, o maior elemento celular nesse gânglio são as células 

satélites achatadas que parecem rodear os neurônios, e que provavelmente 

explicam a difusão e as barreiras mecânicas dentro desse tecido. Finalmente, em 

algumas espécies, o gânglio é revestido ou encapsulado por uma resistente bainha 

de tecido conjuntivo, com a carga equivalente aquela do gânglio desnervado 

(BLACKMAN,1974; WILLIAMS et al.,1976; WALLIS & NORTH,1978).

A transmissão do impulso através do gânglio ocorre por meio da ACh 

liberada pelas fibras pré-ganglionares que ativam os receptores 

nicotínicos da membrana neuronal (MARSHALL, 1981). Cada receptor nicotínico 

combina-se com no mínimo duas moléculas de ACh e isso produz um aumento na 

condutância da membrana subsináptica ao Na+ e K+, resultando no aparecimento 

do potencial excitatório pós-sináptico (Excitatory Post Synaptic Potential, EPSP) 

rápido, com geração de um potencial de ação (ECCLES & LIBET, 1961; 

BLACKMAN et al.,1963; CHIBA & WILLIAMS, 1975; SKOK & 

SELYANKO,1978a,b; SELYANKO & SKOK, 1979; KUBA & MINOTA, 1986).

Os efeitos da estimulação das fibras pré-ganglionares do SCG são 

conhecidos a longo tempo (LANGLEY & DICKINSON,1889; 

LANGLEY,1897). Eles incluem : a dilatação da pupila, a contração da 

membrana nictante do gato e do músculo da pálpebra superior (a exoftalmia), a 

secreção salivar, vasoconstrição da conjuntiva e da pele da face e do pescoço, 

constrição do músculo pilomotor e o aumento da secreção hormonal pelas 

glândulas hipófise e tireóide. A estimulação do nervo simpático cervical se 

acompanha de modificações da atividade elétrica da córtex cerebral, da pressão 

intracranial através da modificação do tônus dos vasos cerebrais e do tônus da
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Estímulo de baixa intensidade aplicado a fibras pré-ganglionares 

mielinizadas foi seguido por um duplo potencial de ação pós-ganglionar. O 

primeiro componente deveu-se a excitação de finas fibras pós-ganglionares 

mielinizadas, enquanto o segundo componente resultou das fibras pós- 

ganglionares não mielinizadas.

ECCLES (1935a) desenvolvendo experimentos nessa mesma linha, 

encontrou que um simples estímulo aplicado no nervo simpático cervical evocava 

no nervo carotídeo interno um potencial de ação composto (Compound Action 

Potential, CAP) de quatro ondas : Si, S2, S3 e S4, sendo que S2 sempre se funde 

com S3 (Figura 1-3). Como o aparecimento das ondas dependia da intensidade do 

estímulo, ele concluiu que cada onda era devida a excitação de diferentes grupos 

de fibras pré-ganglionares. Esses grupos pareceram diferir na velocidade de 

condução do retardo sináptico no gânglio e na velocidade de condução nas fibras 

pós-ganglionares com as quais elas se relacionam.

Esses diferentes grupos de fibras foram confirmados por outros autores 

(BISHOP & HEINBECKER,1932; FERNANDEZ et al.,1965; ERULKÃR & 

WOODWARD,1968), embora tenham sido encontradas pequenas diferenças nas 

velocidades de condução das mesmas.

ECCLES (1952) demonstrou que no coelho, o CAP pós-ganglionar, 

apresenta dois maiores componentes. O primeiro Si, é evocado pela estimulação 

de fibras pré- ganglionares do tipo B, enquanto o segundo, S2 é evocado pela 

estimulação das fibras pré-ganglionares do tipo C.

De acordo com ECCLES a excitação do grupo Si de neurônios resultou 

na contração da membrana nictante e músculos de MÜLLER, bem como na 

dilatação da pupila, enquanto que a excitação do grupo S2 resultou em efeitos 

vasoconstritores e pilomotor. As outras ondas ocorrem em todos os outros 

nervos do gânglio (ECCLES, 1935a). A excitação das fibras pré- 

ganglionares com o mais alto limiar está relacionada com o efeito simpático 
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vasodilatador (FOLKOW et al., 1958).

Usando métodos de registros intracelulares NISHI & KOKETSU 

(1968b) (veja também VOLLE,1966) demonstraram que essas ondas 

correspondiam a três respostas sinápticas : os EPSPs rápido e lento, e o IPSP 

lento (NISHI, 1970; 1974).

Tem sido proposto que a ACh liberada pelas fibras pré-ganglionares 

ativa não sómente os receptores nicotínicos responsáveis pelo EPSP rápido 

(NISHI et al., 1967,1978; SKOK, 1973; 1979), o qual é bloqueado pelo 

hexametônio, mas também os receptores muscarínicos ganglionares, evocando o 

EPSP lento (bloqueado pela atropina) (ECCLES & LIBET, 1961). Ela também 

ativa receptores muscarínicos das células SIF, as quais respondem liberando E 

(ECCLES & LIBET, 1961; WILLIAMS et al.,1975), ou DA (LIBET & 

OWMAN,1974) evocando assim, IPSP lento nos neurônios ganglionares. Uma 

hipótese alternativa sugere que o IPSP lento seja resultado da ação direta da ACh 

liberada pelas fibras pré-ganglionares, nos receptores muscarínicos dos 

neurônios ganglionares (WEIGHT & PADJEN,1973a,b; HARTZELL et 

al.,1977), não existindo grupos especiais de fibras pré-ganglionares responsáveis 

pelo IPSP lento. Alguns dados indicam que os receptores muscarínicos dos 

neurônios principais diferem daqueles das células SIF (GARDIER et al., 1978).

O EPSP lento é produzido pelas mesmas fibras pré-ganglionares que 

produzem o EPSP rápido e tem sido observado em todos os gânglios que 

mostram IPSP lento. Ocasionalmente, é possível observar EPSP lento sem 

EPSP rápido no gânglio não curarizado quando o estímulo pré-ganglionar é 

subliminar para o EPSP rápido nessa particular célula utilizada (LIBET & 

TOSAKA,1969). É também possível observar IPSP lento no gânglio não 

curarizado quando os estímulos pré-ganglionares aplicados são subliminares para 

o EPSP rápido (TOSAKA et al.,1968; LIBET & TOSAKA,1969).

A eletrogênese do EPSP lento varia em diferentes neurônios do gânglio
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FIGURA 1-3. RESPOSTAS ELÉTRICAS DOS NERVOS DO GÂNGLIO 

CERVICAL SUPERIOR DE GATO A UM SIMPLES ESTÍMULO APLICADO 

AO NERVO SIMPÁTICO CERVICAL

A resposta foi registrada a partir de todos os ramos do nervo carotídeo interno 

(1), a partir de cada um de seus ramos (2-5), a partir do ramo para o nervo 

hipoglosso (6), a partir de cada um dos 3 ramos para a faringe (7-9), a partir do 

ramo para a artéria tiróidea superior (10), a partir do ramo para a artéria carótida 

externa e para o terceiro nervo espinhal cervical (1), e a partir de um dos ramos 

para os 3 primeiros nervos cervicais (12).

Na esquerda de cada registro está mostrada esquematicamente a localização dos 

eletrodos de estimulação (linhas paralelas) e de registro (triângulos); na presente 

figura os gânglios nos esquemas são mostrados no mesmo plano como nas figuras 

correspondentes ilustrando suas vias. No registro 1 as ondas estão classificadas 

(rotuladas). Cada registro se inicia com o artefato do choque. Todos os registros 

foram obtidos de diferentes preparações; a deflecção ascendente indica 

negatividade no eletrodo de registro próximo aos eletrodos de estimulação. 

Calibração: 100 pV, 20 ms. Nos registros 3-5 a calibração é a mesma do registro 

2. (Reproduzido de Physiology of Autonomic Ganglia, Vladimir I.Skok).
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porção cranial do esôfago (YOUMANS,1968; OWMAN & WEST, 1970).

Tem sido conhecido durante anos, que populações de neurônios 

funcionalmente distintas no SCG de mamíferos são inervados por fibras pré- 

ganglionares originadas em diferentes níveis da medula espinhal 

(LANGLEY, 1892; 1897; MURRAY & THOMPSON, 1957; GUTH & 

BERNSTEIN,1961).

LANGLEY determinou que as fibras pré-ganglionares torácicas 

rafegam da medula para o gânglio através dos sete nervos torácicos espinhais 

mais superiores (Tj a T7). As fibras responsáveis pela dilatação da pupila 

trafegam através dos nervos espinhais Tj a T3, enquanto que aquelas que 

interferem com o músculo da órbita, da pálpebra e da membrana nictante, 

emergem dos nervos torácicos Tj a T5 (MURRAY & THOMPSON, 1956). Já as 

fibras que se relacionam com os vasoconstritores da orelha, nascem dos nervos 

espinhais T2-T5 (LANGLEY, 1897), aquelas dos músculos pilomotores surgem 

dos nervos T4-T7 (LANGLEY, 1891; LANGLEY & SHERRINGTON,1891) e as 

das glândulas salivares se originem de T2 a T3. Resultados semelhantes foram 

obtidos por NJA & PURVES (1977) no cobaio, confirmando que as fibras pré- 

ganglionares originadas de diferentes níveis da medula espinhal inervam 

populações de neurônios funcionalmente distintos no SCG.

Importantes informações a cêrca dos trajetos do SCG foram obtidas em 

experimentos onde potenciais de ação evocados pela estimulação dos nervos 

ganglionares foram registrados a partir de seus outros nervos ou de simples 

neurônios.

BISHOP & HEINBECKER (1932), BROWN (1934) e ECCLES 

(1935b,c) foram os primeiros a descrever os potenciais elétricos originados de 

fibras pós-ganglionares quando da estimulação das fibras pré-ganglionares. Eles 

encontraram vários grupos de fibras pré-ganglionares envolvidas na excitação que 

eram dependentes da intensidade do estímulo.



6



32

(WEIGHT & VOTAVA, 1970; KUBA & KOKETSU, 1974). EPSP lento é 

devido a um aumento na condutância da membrana ao Na+ e ao Ca^ (KUBA & 

KOKETSU, 1974) e a uma diminuição na condutância da membrana ao K+. Tem 

sido sugerido ainda, que o cGMP é o mensageiro intracelular do EPSP lento 

(McAFEE & GREENGARD,1972; GREENGARD, 1976), mas outros dados não 

confirmaram esta hipótese (DUN et al.,1978).

A eletrogênese do IPSP lento é diferente daquela do IPSP rápido 

observado nos neurônios do CNS, o qual se deve ao aumento da condutância da 

membrana ao K+ e ao Cf. Nos neurônios ganglionares simpáticos de anfíbios, o 

IPSP lento consiste de dois componentes : um gerado pela ativação da bomba 

eletrogênica de Na+ (NISHI & KOKETSU, 1968b) e o outro gerado pelo 

aumento na permeabilidade da membrana ao K+.
r

E provável que dois mecanismos semelhantes estejam envolvidos na 

geração do IPSP lento nos gânglios simpáticos de mamíferos, embora alguns 

autores neguem a possibilidade de envolvimento da bomba eletrogênica de Na+ 

(LIBET et al., 1977). Tem sido sugerido ainda, que a produção de IPSP lento é 

mediada pelo cAMP dos neurônios ganglionares (GREENGARD & 

KEBABLAN, 1974), mas existem evidências contra esta hipótese (GALLAGHER 

& SHINNICK-GALLAGHER,1977).

O papel fisiológico do IPSP lento permanece obscuro. Esse lento 

processo não tem efeito inibitório aparente na transmissão de gânglios simpáticos 

não curarizados de anfíbios (KOKETSU & NISHI, 1967; LIBET et al.,1968). 

IPSP lento não tem sido observado durante a atividade natural espontânea de 

neurônios ganglionares simpáticos dos mamíferos (MIRGORODSKY & 

SKOK,1969; CROWCROFT & SZURSZEWSKI,1971) ou durante a inibição da 

atividade simpática aferente causada por estimulação aferente 

(SKOK, 1973; 1976). Assim, é provável que o IPSP lento não tenha nenhuma 

função inibitória semelhante aquela do IPSP rápido dos neurônios do CNS, mas 



33

talvez esteja relacionado com algum processo metabólico desconhecido 

(SKOK,1976).

Quanto às características de excitabilidade, os neurônios do SCG 

podem ser classificados em três tipos: fásicos, neurônios com hiperpolarização 

lenta (PHPi) e neurônios tônicos. Aproximadamente 15% dos seus neurônios são 

PHP], 80% fásicos e 5% tônicos (WEINREICH, comunicação pessoal).

Além de todas essas características, o SCG também oferece vantagens 

para o estudo dos mecanismos das diversas formas de plasticidade sináptica, tais 

como a Potenciação Pós-Tetânica (Post-Tetanic Potentiation, PTP) e a 

Potenciação de Longa Duração (Long-Term Potentiation, LTP).

5. POTENCIAÇÃO PÓS-TETÂNICA (PTP)

Plasticidade sináptica no sistema nervoso de vertebrados tem sido 

objeto de numerosas investigações (para revisão veja : KANDEL & 

SPENCER,1968).

O fenômeno da potenciação pós-ativação das respostas 

comportamentais e neurais, tem sido objeto de discussão por parte dos 

neurocientistas, por mais de um século. SECHENOV (1863) ressaltou a 

evidência fisiológica para a “capacidade de retenção” e, em seus trabalhos deixou 

claro o seu interesse pelos fenômenos neurais de longa duração. Por outro lado, 

ROMANES (1885) realizando experimentos com a água-viva (Aurélio), 

encontrou que a repetição da estimulação de baixo nível de sua copa com a 

mesma intensidade, resultava num progressivo aumento na força das contrações 

evocadas. Ele referiu-se a esse evento como “memória”.

Nos fins do século passado e no início deste, um grande númerode 

experimentos foram realizados no sentido de estudar esses fenômenos de longa 
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duração, os quais, ainda hoje, continuam a despertar nosso interesse.

Alguns pesquisadores consideraram a potenciação pós-ativação das 

contrações do músculo cardíaco (CUSHNY & MATTHEWS,1897) enquanto 

outros reportaram tais fenômenos como devidos ao efeito da tetanização em 

remover o bloqueio produzido pelo curare (HOFMANN,1903). Por outro lado, 

SHERRINGTON (1906) descreveu o fenômeno da “somação” no arco reflexo. 

Estímulos que eram sub-liminares para evocar a resposta reflexa, poderíam 

evocá-la se repetidos a uma frequência moderada. Da mesma forma, estímulos 

de alta intensidade, na pele, poderíam levar a uma facilitação dos reflexos 

evocados subsequentemente.

Com o aparecimento de técnicas neurofisiológicas mais sofisticadas, a 

atenção foi então, desviada para eventos mais “unitários”. FENG (1941) 

investigando o potencial de placa terminal, encontrou que o mesmo era 

potenciado após a ativação do axônio pré-sináptico e, que o potencial de ação 

pré-sináptico permanecia inalterado por esse tratamento, o que levou FENG a 

criar o têrmo “potenciação pós-tetânica” (Post-Tetanic Potentiation, PTP). 

Resultados semelhantes foram obtidos no gânglio estrelar (LARRABEE & 

BRONK,1947) e na medula espinhal (LLOYD,1949). Esses investigadores 

também demonstraram que a PTP, naqueles sistemas, era um fenômeno 

homosináptico, ou seja, que sómente as vias ativadas eram afetadas.

PTP constitui um exemplo de plasticidade sináptica dependente de 

atividade, uma vez que requer um breve trem de estimulação (tétano) pré- 

sináptico para a sua iniciação, persistindo de alguns segundos a uns poucos 

minutos (MAGLEBY & ZENGEL, 1975b; SCHLAPFER et al.,1976; 

WOJTOWICZ & ATWOOD,1986). PTP é, pois, um fenômeno bem conhecido 

que consiste num aumento relativamente prolongado na resposta que ocorre após 

a região juncional ter sido submetida a uma ativação ortodrômica repetitiva 

(DUNWIDDIE etal.,1978).
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MAGLEBY & ZENGEL (1975b; 1976a,b) demonstraram que a PTP, 

inicialmente considerada como um processo simples, é melhor descrita como 

sendo a soma de dois componentes exponenciais, que eles definiram como 

“aumento” e “potenciação”. Ambos os componentes, na junção 

neuromuscular de sapo à 20°C, decaem de uma maneira exponencial, tendo a 

“potenciação” uma constante de tempo de cêrca de 2-3 minutos, enquanto o 

“aumento” tem uma constante de tempo de 7 segundos.

Além do gânglio estrelar (LARRABEE & BRONK,1947) e da medula 

espinhal (LLOYD, 1949), PTP também tem sido observada no plexo mioentérico 

de cobaio (KADLEC et al.,1990), na artéria mesentérica de rato (SJOBLOM- 

WIDFELDT, 1990), no sistema visual (núcleo geniculado ou córtex visual) 

(HUGHES et al.,1956), no girus dentado (GLOOR et al.,1964) e no hipocampo 

(CAMPBELL & SUTIN,1959), podendo ainda ser produzida em , virtualmente, 

qualquer via cerebral (RACINE et al., 1972; 1975; 1983).

Os mecanismos envolvidos na PTP no PNS e na medula espinhal, 

parecem envolver um aumento na liberação do neurotransmissor, sugerindo que 

no mecanismo da PTP estão envolvidos componentes pré-sinápticos. As 

principais evidências para isso foram obtidas pelos experimentos que 

empregaram a análise quantal (dei CASTILLO & KATZ,1954a,b,c;

LJLEY,1956a,b; HUBBARD,1963; ROSENTHAL,1969; MAGLEBY & 

ZÉNGEL,1975a,b).

Estudos posteriores têm mostrado fortes evidências de que esse 

aumento se deve a um acúmulo de Ca4' que é induzido pela ativação do terminal 

pré-sináptico (WEINREICH,1971; ALNAES & RAHAMrNOFF,1975; 

ERULKÃR & RAHAMINOFF,1978; RAHAMINOFF et al.,1980; MISLER & 

HURLBUT,1983).

Na junção neuromuscular, os íons Ca4’*’ se encontram claramente 

implicados na gênese da PTP, uma vez que tem sido demonstrado que 



36

aumentos na concentração de Ca+I no banho durante um trem de estimulação 

tetânica (ROSENTHAL,1969), bem como a iontoforese desse cátion na região 

terminal (WEINREICH, 1971) prolongam a duração da PTP.

Técnicas de análise quantal também têm sido aplicadas às células do 

tronco cerebral com resultados semelhantes (VORONIN,1983).

Entretanto, não está esclarecido se o aparente aumento na liberação 

quantal se deve aos mesmos mecanismos periféricos, uma vez que no tronco 

cerebral os contatos sinápticos são muito distantes. Pode ser que tal aumento 

resulte, por exemplo, de um aumento no número de terminais.

PTP tem sido utilizada, por muitos teóricos, na tentativa de 

proporcionar uma base neurofisiológica do armazenamento de informação, 

memória e condicionamento. ECCLES (1953) a considerou como um possível 

mecanismo de memória no cérebro. Contudo, a sua duração, que é de apenas 

alguns minutos para muitas das junções estudadas em condições normais, 

incluindo as sinapses neocorticais (AMASSLAN & WEINER,1966; 

VORONIN,1969), proporciona uma explicação sómente para a memória de 

curta duração.

Dessa forma, o papel fisiológico da PTP, particularmente no cérebro de 

mamíferos, ainda é desconhecido e merece mais atenção.

6. POTENCIAÇÃO DE LONGA DURAÇÃO (LTP)

CARACTERIZAÇÃO

LTP tem sido definida como sendo uma mudança plástica e funcional 

no mecanismo da transmissão sináptica. Resulta numa longa e duradoura (horas, 

dias e até mesmo meses) mudança na eficiência sináptica, como consequência de
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uma intensa e rápida atividade pré-sináptica como a tetanização, ou também da 

ação de transmissores ou hormônios liberados por outros neurônios ou por células 

endócrinas (LOMO,1971; BL1SS & LOMO,1973; SCHWARTZKROIN & 

WESTER,1975; BLISS,1979; ANDERSEN et al.,1980; KUBA et al.,1981; 

BLISS & DOLPHIN,1982; BAXTER et al.,1985; KUBA & 

KUMAMOTO,1986; BLISS & LYNCH, 1987; BROWN et al.,1988a,b), 

podendo ainda ocorrer em consequência da ativação da proteína quinase C 

(Protein Kinase C, PKC) em áreas hipocampais, como na área CA1 (MALENKA 

et al.,1986), e no girus dentado (WILLIAMS et al.,1989).

Existe um limiar para a frequência e a duração do estímulo 

tetanizante que induz LTP (BLISS & LOMO,1973; SCHWARTZKROIN & 

WESTER,1975; McNAUGHTON et al.,1978; ANDERSEN et al.,1980; 

YAMAMOTO & SAWADA,I981; BROWN & MCAFEE,1982; BRIGGS et 

al., 1985a). Esta, pois, pode ser induzida por uma larga variedade de frequências 

tetanizantes que variam desde 0.2 a 400 Hz (DOUGLAS, 1977; SKELTON et 

al.,1983). A intensidade do tétano é outro fator importante para a geração da 

LTP. Ela deve exceder a um certo limiar, o qual deve ser maior que a intensidade 

do estímulo que causa uma resposta pós-sináptica mínima, indicando que um 

certo número de fibras aferentes devem ser coativadas para a geração da LTP 

(BLISS & LOMO,1973; McNAUGHTON et al.,1978; LEVY &

STEWARD,1979; ANDERSEN et al.,1980; YAMAMOTO & SAWADA,1981). 

Assim LTP é considerada como um fenômeno “limiar”, uma vez que requer um 

trem de intensidade condicionante crítico para a sua indução (MCNAUGHTON 

et al.,1978; LEVY & STEWARD,1979; BARRIONUEVO & BROWN,1983).

LTP se distingue na sua longa e duradoura natureza (mais de algumas 

dezenas de minutos) de outras mudanças funcionais da transmissão sináptica, 

como a facilitação e a PTP, ambas de origem pré-sináptica e encontradas na 

maioria das sinapses (FENG, 1940; MALLART & MARTIN, 1967; ZENGEL et 
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al.,1980; ZENGEL & MAGLEBY, 1981; MAGLEB Y & ZENGEL,1982; 

ZUCKER,1989).

Tem sido sugerido por BLISS & LOMO (1973) que a LTP se encontra 

confinada à via estimulada tetânicamente, e tais achados foram posteriormente 

confirmados nas células piramidais CA1 (LYNCH et al.,1977) e nas sinapses 

das células granulares da via perforante (LOVINGER & ROUTTENBERG, 

1988).

LTP em vias sinápticas de mamíferos foi primeiramente descoberta por 

LARRABEE & BRONK (1947) e mais tarde confirmada por LLOYD (1949) e 

por VOLLE (1966) e DUNANT & DOLIVO (1968) em gânglios simpáticos. 

LTP também foi observada no hipocampo por LOMO (1966) e posteriormente 

analizada por BLISS & LOMO (1973) em coelhos anestesiados, e por BLISS & 

GARDNER-MEDWIN (1973) em coelhos não anestesiados, e confirmada em 

ratos acordados por DOUGLAS & GADDARD (1975). Tais achados marcaram 

a primeira demonstração de uma alteração neurofisiológica do cérebro de 

mamíferos, apresentando um considerável curso temporal.

Comparada com a espinha dorsal (LLOYD, 1949; BESWICK & 

CONROY,1965) a duração da potenciação sináptica no hipocampo é prolongada 

e o grau de facilitação é pronunciado. Desde esses relatos iniciais, o fenômeno 

tem sido confirmado em várias espécies de mamíferos e em outras vias 

hipocampais (DEADWYLER et al.,1975; SCHWARTZKROIN & 

WESTER,1975; DUDEK et al.,1976; e para revisão veja : BLISS & 

LYNCH, 1987).

Tem-se sugerido que a LTP constitui um dos importantes substratos 

fisiológicos da aprendizagem e memória no CNS, uma vez que a sua longa 

duração resulta de um modesto trem de estimulação (CHUNG,1977; BERGER & 

THOMPSON, 1978; BLISS,1979; SWANSON et al.,1982; VORONIN,1983; 

ECCLES,1983; LYNCH et al.,1983; BERGER,1984; MORRIS et al.,1986;
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BLISS & LYNCH, 1987; MATTHIES,1989; e as revisões: 

TSUKAHARA,1981; TEYLER & DISCENNA,1984; SQUIRE,1986; 

ECCLES, 1988; HAWKINS et al.,1993; IZQUIERDO, 1994). Contudo, o 

mecanismo responsável por esse fenômeno tem permanecido elusivo.

LTP tem sido encontrada especialmente em sinapses excitatórias 

(BLISS & LYNCH, 1987; BROWN et al.,1988a,b), e desde a sua descoberta nas 

células granulares do girus dentado, tem sido demonstrada não sómente em outras 

sinapses excitatórias da formação hipocampal - área CA1 (SCHWARTZKROIN 

& WESTER,1975; LYNCH et al., 1977); área CA3 (ALGER & TEYLER, 1976; 

YAMAMOTO & CHUGO,1978); girus dentado (ALGER & TEYLER, 1976); 

projeções entorrinais do girus dentado (WILSON et al.,1979); projeções 
z

comissurais para a área CA1 (BUZSAKI,1980); intemeurônios inibitórios da área 

CA1 (BUZSÁKI & EIDELBERG,1982); projeções septais de CA1 (RACINE et 

al.,1983) e projeções do girus dentado (MCNAUGHTON & MILLER,1984); 

projeções do curso perforante para CA1 ipsilateral (DOLLER & WEIGHT,1985) 

- mas também numa variedade de outras áreas cerebrais (veja as revisões : 

TEYLER & DISCENNA, 1984).

Nos mamíferos, LTP tem sido encontrada na córtex visual (TSUMOTO 

& SUDA,1979; KOMATSU et al., 1981; ARTOLA & SINGER,1987; PERKINS 

& TEYLER, 1988; TSUMOTO, 1990); na córtex estriada após a estimulação da 

substancia branca adjacente (KOMATSU et al.,1981); no núcleo geniculado 

mediai (GERREN & WEINBERGER,1983); no cerebelo (THOMPSON, 1983); 

na córtex cerebelar (ITO,1983); na córtex entorrinal após estimulação da 

amígdala (RACINE et al.,1983); na córtex (ECCLES, 1983; TEYLER & 

DISCENNA, 1984; 1985; ARTOLA & SINGER,1987); na córtex piriforme após a 

estimulação do bulbo olfatório (STRIPLING et al.,1984; STRIPLING & 

PATNEAU,1985); nas fibras calosais da neocórtex (WILSON, 1984); na córtex 

somatosensoria após a estimulação da substancia branca adjacente 
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(VORONIN,1985; METHERATE et al.,1987; BINDMAN et al.,1988; 

THOMSON et al.,1989; TSUMOTO,1990); no núcleo cerebelar profundo 

(RACINE et al., 1986) e nas projeções claustrum da córtex entorrinal (WILHITE 

et al.,1986).

Em sistemas de vertebrados não-mamíferos, LTP também tem sido 

observada nos dendritos apicais dos neurônios da córtex mediai de répteis 

(NORTHCUTT,1981; LARSON & LYNCH, 1985) e no teto óptico do peixe 

vermelho (LEWIS & TEYLER, 1986a).

LTP, uma vez considerada como sendo uma propriedade única das 

sinapses hipocampais, é de fato uma característica muito mais geral da função 

sináptica. Essa forma de memória sináptica pode significativamente influenciar o 

processamento das informações, bem como o controle das mesmas em outras 

regiões do sistema nervoso, incluindo os gânglios autonômicos (BROWN & 

McAFEE, 1982). Assim, surpreendentemente, LTP, também tem sido encontrada 

operando em sinapses periféricas, incluindo os sistemas muscarínicos de gânglios 

autonômicos (LIBET et al.,1975), os sistemas nicotínicos do SCG de rato, 

documentada alguns anos antes da descoberta do fenômeno hipocampal análogo 

(DUNANT & DOLIVO,1968; DUNANT,1969; BROWN & McAFEE, 1982; 

BRIGGS et al., 1983;1985a,b), os gânglios simpáticos de sapo (KUMAMOTO 

& KUBA, 1983a; KOYANO et al.,1985), de gatos (BACHOO & 

POLOSA, 1986; 1991), de cobaios (DUN & MINOTA,1981; DUN et al.,1984), 

de coelhos (LIBET & TOSAKA,1970; LIBET et al.,1975; KOBAYASHI et 

al.,1978; ZENGEL et al.,1980) e na junção neuromuscular do sapo, estruturas 

tais, que aparentemente não participam do mecanismo de memória e 

aprendizagem (ZENGEL et al.,1980; KUBA et al.,1981; JOHNSTON et 

al.,1983; DOLPHIN,1985; BAXTER et al.,1985; WOJTOWICZ & 

ATWOOD,1986; ZUCKER,1989).

WALTERS & BYRNE (1985) demonstraram que LTP não se encontra 
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limitada sómente aos vertebrados. Também pode ser obtida na Aplysia e, talvez 

na junção neuromuscular do camarão de água-doce (LNEMICKA & 

ATWOOD,1985; BAXTER et al.,1985). Nesses motoneurônios fásicos, um 

aumento da transmissão juncional é vista após a estimulação do neurônio motor 

(LNEMICKA & ATWOOD,1985), efeito este atribuido a um aumento no 

conteúdo quantal após a tetanização (BAXTER et al.,1985).

O desenvolvimento da LTP durante a ontogênese foi observado no 

hipocampo de roedores, onde ela se desenvolve entre o sétimo e o décimo dia 

pós-natal na área CA1 (BAUDRY et al.,1981; HARRIS & TEYLER,1983) e 

mais tardiamente (sétimo-vigésimo oitavo dia) no girus dentado (DUFFY & 

TEYLER,1978; WILSON, 1984).

RACINE et al.(l 983) e RACINE & DEJONGE (1988) sugeriram que 

diferentes formas de LTP podem ser classificadas baseando-se no decaimento da 

constante de tempo. Assim, podemos encontrar LTP ”decremental”, a qual 

decresce no curso do tempo de dezenas de minutos, e "não-decremental", que 

apresenta um pequeno ou nenhum decaimento detectável durante a duração 

de um experimento (JOHNSTON et al., 1988).

LTP parece ser um fenômeno bastante difundido, entretanto ainda não 

se encontra bem estabelecido se esses diversos exemplos de aumento da 

atividade sináptica se originam de um único mecanismo.

MECANISMOS DA LTP

A despeito da multiplicidade de estudos realizados no intuito de 

esclarecer o(s) mecanismo(s) da LTP, especialmente no hipocampo, usando-se 

técnicas eletrofisiológicas, morfológicas e bioquímicas, o loci preciso e seus 

mecanismos ainda não foram esclarecidos. Ao contrário, o loci da LTP nas 

sinapses periféricas parece ser bem mais compreendido do que aquele nas 
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sinapses centrais. Contudo, ainda não está esclarecido como essas formas de LTP 

estão relacionadas entre si.

Dessa forma, a LTP que inicialmente acreditou-se ser confinada a 

sinapses hipocampais, tem sido encontrada em outras regiões do CNS e também 
r

no PNS. E provável, portanto, que os mecanismos envolvidos variem entre as 

diferentes sinapses.

As interpretações dos achados experimentais parecem convergir para 

dois blocos de mecanismos : um pré- e outro pós-sináptico (DOLPHIN et 

al., 1982; BLISS & DOLPHIN, 1982; LYNCH et al.,1983; LYNCH & BAUDRY, 

1984;KUHNT et al.,1985).

Para se considerar os mecanismos envolvidos, é conveniente separar 

LTP em dois componentes, ou seja, sua indução e sua manutenção. A indução 

descreve as mudanças que ocorrem durante a tetanização que permitem que o 

efeito seja estabelecido, enquanto que a manutenção se encontra relacionada com 

os mecanismos que diretamente promovem a expressão do efeito.

MECANISMOS NAS SINAPSES CENTRAIS

A primeira evidência sugerindo que mecanismos pré-sinápticos estão 

envolvidos na manutenção da LTP foi demonstrada pelos resultados de SKREDE 

& MALTHE SORENSSEN (1981). Tais autores demonstraram que a liberação 

não-estimulada de D-aspartato radioativo foi significativamente aumentada no 

hipocampo, após a estimulação tetânica. Em apoio a esse mecanismo pré- 

sináptico, também tem sido determinado um aumento na liberação de glutamato 

recém-sintetizado (DOLPHIN et al.,1982) e de glutamato endógeno (BLISS et 

al.,1986) associada com a LTP. Esses e outros experimentos (DUNWIDDIE et 

al.,1978; KRUG et al.,1982; COLLINGRIDGE et al.,1983; LYNCH et al.,1985;
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FEASEY et al.,1986; BLISS et al, 1986; 1987; ERRINGTON et al,1987) 

mostram claramente que a manutenção da LTP, no hipocampo, está intimamente 

associada com um aumento na liberação do transmissor - aspartato (SKREDE & 

MALTHE-SORENSSEN,1981) e glutamato (DOLPHIN et al,1982) - sendo 

então proposto que tal fato é, no mínimo em parte, responsável pela manutenção 

da LTP (LYNCH, 1989). Tais evidências constituem a mais forte sugestão de que 

o terminal pré-sináptico é a fonte de um componente do mecanismo da LTP 

(LYNCH et al.,1985; FEASEY et al.,1986; HESS et al,1987; SAYER et 

al,1989).

Por outro lado, evidências in vitro de um aumento da fixação de 

glutamato ao receptor, o que implica num aumento no número dos receptores, 

têm sido apresentadas como representando um mecanismo puramente pós- 

sináptico para a LTP (LYNCH & BAUDRY,1984).

No sentido de melhor entender os mecanismos da LTP, considerável 

interesse tem sido dado à atividade de um sub-tipo de receptor para aminoácidos, 

classificado como receptor N-Metil-D-Aspartato (N-methyl-D-aspartate, NMDA) 

(COLLINGRIDGE et al,1983; COLLINGRIDGE, 1985). Tais receptores são 

encontrados em grande número em uma variedade de regiões cerebrais 

(MONAGHAN & COTMAN,1985) e parecem mediar a transmissão em 

pequenos, mas importantes grupos de sinapses na neocórtex (THOMSON et 

al.,1985; THOMSON, 1986) e também mediar a iniciação de várias formas de 

plasticidade sináptica (ARTOLA & SINGER,1987; STELZER et al,1987), como 

por exemplo a LTP hipocampal (BLISS & LOMO,1973; COLLINGRIDGE et 

al,1983; HARRIS et al,1984; MONAGHAN & COTMAN,1985; HARRIS & 

COTMAN,1986; COLLINGRIDGE & BLISS, 1987). Esses receptores também 

estão implicados na plasticidade neuronal durante o desenvolvimento em 

mamíferos jovens e na aquisição da memória em adultos (MORRIS et al.,1986; 

ARTOLA & SINGER,1987). Experimentos realizados por LYNCH et al.(1985) 
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têm sugerido a existência desses receptores nos neurônios pré-sinápticos.

No hipocampo de rato, os receptores NMDA parecem ser cruciais na 

plasticidade sináptica, provávelmente controlando a entrada de Ca++ nos 

neurônios que iniciam os processos bioquímicos dependentes de Ca++, que 

suportam as mudanças de longa duração na função sináptica (FAGG et al.,1986; 

MacDERMOTT et al.,1986). Esses receptores são ativados temporariamente 

pela estimulação tetânica, levando à indução da LTP (COLLINGRIDGE et 

al.,1983; HARRIS et al., 1984; HERRON et al.,1986).

A aplicação do ácido 2-amino-5-fosfonovalérico (2-amino-5- 

phosphonovaleric Acid, APV), antagonista específico desses receptores, bloqueia 

a LTP, sem afetar significativamente a transmissão normal, em fatias da área CA1 

(DUNWIDDIE et al.,1978; COTMAN et al.,1981; COLLINGRIDGE et 

al.,1983; HARRIS et al.,1984; KAUER et al.,1988), no girus dentado intacto 

(MORRIS et al.,1986) e a LTP dependente do aumento da liberação de glutamato 

no girus dentado (LYNCH et al.,1985; ERRINGTON et al.,1987). 

Subsequentemente, foi estabelecido que o canal iônico associado com esse 

receptor se encontra sujeito a um bloqueio dependente de voltagem pelo Mg++ 

(NOWAK et al.,1984). Esse bloqueio é suspenso pela despolarização, de modo 

que no seu estado aberto o canal é permeável aos íons Ca++ o que permite o 

influxo desses ions para a região pós-sináptica (NOWAK et al.,1984; MAYER & 

WESTBROOK,1985; JAHR & STEVENS, 1987).

Por outro lado, COLLINGRIDGE (1985) sugeriu que a despolarização 

produzida pela alta frequência de estimulação pode ser suficiente para abrir os 

canais dos receptores NMDA, e essa despolarização adicional pode por sua vez 

abrir mais receptores NMDA, produzindo um efeito cascata e de algum modo 

iniciando o processo da LTP. Afirma-se que a atividade dos receptores NMDA 

está acoplada a um mecanismo para a manutenção do aumento da atividade 

sináptica através desses receptores, que parecem estar envolvidos na iniciação 



45

mas não na manutenção da LTP (COLLINGRIDGE,1985).

Diversas evidências sugerem que o Ca++ tem um importante papel 

na indução da potenciação no hipocampo (YAMAMOTO & 

SAWADA,1981; BLISS et al,1984; HIGASHIMA & YAMAMOTO, 1985). 

Exposição de fatias hipocampais a soluções com altas concentrações de Ca++ ou 

perfusão do hipocampo in vivo com uma alta concentração de Ca++, induz uma 

condição muito similar a LTP. Isso foi primeiramente descrito na área CA1 

(TURNER et al.,1982) e posteriormente no girus dentado in vitro (WILLIAMS 

& BLISS, 1988) e in vivo (BLISS et al.,1987) e na área CA3 in vivo (BLISS et 

al.,1984; REYMANN et al.,1986; MELCHERS et al.,1987). Além disso, 

diversos experimentos mostraram que a LTP foi bloqueada sob condições de 

baixos níveis de €3++, indicando que o mesmo tem um papel crítico na sua 

produção (DUNWEDDIE et al.,1978; DUNWIDDIE & LYNCH, 1979; 

WIGSTRÕM et al.,1979).

Essas observações foram estendidas pelos experimentos de 

BAIMBRIDGE & MILLER (1981), que demonstraram que a captação e a 

retenção do cálcio marcado estão aumentadas após a LTP. Em adição, KUHNT 

et al.(1985) demonstraram um grande aumento nos depósitos de Ca+4~ dos 

dendritos com a indução da LTP, e LYNCH et al.(1987) encontraram que a LTP 

se encontrava associada com um aumento no Ca44" intrasinaptossomal. Esses 

resultados sugerem um papel adicional do Ca-^ na LTP envolvendo um 

componente pré-sináptico no mecanismo da mesma, além daquele da transmissão 

sináptica normal.

Tem sido proposto que o Ca++ responsável pela iniciação da LTP 

atinge os neurônios durante a estimulação de alta frequência através dos canais de 

Ca4-1" dependente de voltagem (WONG & PRINCE,1978; MALINOW & 

MILLER, 1986; MULKEEN et al.,1987), relacionados com os receptores 
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NMDA, que possuem uma alta permeabilidade ao Ca44' (COLLINGRIDGE et 

al., 1983; 1992; HARRIS et al.,1984; HERRON et al.,1986; MacDERMOTT et 

al.,1986; LARSON & LYNCH, 1988). Também tem se sugerido que o Ca++ , 

entrando através dos canais NMDA, atua como um segundo mensageiro ou co- 

fator para desencadear a translocação ou ativação enzimática necessária para 

ativar a LTP (DUNWIDDIE & LYNCH,1979; LYNCH et al.,1983; AKERS & 

ROUTTENBERG,1985; AKERS et al.,1986; LOVINGER et al.,1987; 

SCHWARTZ & GREENBERG,1987; MALINOW et al.,1988; BLISS & 

LYNCH, 1987; NICOLL et al.,1988). Contudo, o influxo de Ca4-4 através dos 

mesmos parece não ser sempre obrigatório para iniciar a LTP, uma vez que tem 

sido demonstrado no "stratum lucidum"da área CA3, que a LTP não é bloqueada 

pelo APV (HARRIS & COTMAN,1986).

Essa dependência de Ca4-4- para a produção da LTP não pode ser 

explicada simplesmente pela dependência de Ca4-4 para a liberação do 

neurotransmissor (embora isto esteja de alguma forma envolvida), mas 

primariamente pela dependência de Ca-44" por parte de outros mecanismos, um 

dos quais pode ser a ativação dos receptores NMDA na membrana pós-sináptica. 

Essa hipótese é embasada pelos achados de que a injeção intracelular de ácido 

etileno glicol-bis-(beta-aminoetil eter)N,N,N’,N’tetra acético (ethyleneglycol-bis- 

(P-aminoethyl ether)N,N,N’,N’-tetraacetic acid, EGTA) nas células piramidais 

da área CA1 bloqueia 0 aparecimento da LTP (LYNCH et al.,1983; MALENKA 

et al.,1988). Tais resultados dão suporte a hipótese de que a LTP é causada por 

modificações nos neurônios pós-sinápticos, estimulados pelo Ca44- 

(DUNWIDDIE & LYNCH, 1979).

Esses achados foram confirmados pelos estudos de MALENKA et 

al.( 1988) que demonstraram que é necessário um aumento na concentração do 

Ca4"4 pós-sináptico para induzir LTP. Em adição, CONNOR et al.(1988) 
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demonstraram um acoplamento entre a ativação dos receptores NMDA e 

aelevação intracelular de Ca++, de longa duração, nos neurônios hipocampais da 

área CA1. Da mesma forma, DOLPHIN (1983) encontrou no girus dentado que a 

utilização de 2-cloroadenosina, um bloqueador da adenosina que também pode 

inibir o influxo de Ca^-1", bloqueia a produção da LTP.

Dado o papel central do Ca++ no processo sináptico, vários 

laboratórios têm estudado o envolvimento do sistema cálcio/calmodulina na LTP. 

Uma vez que existem fortes evidências de que a LTP no hipocampo é 

acompanhada por um aumento no número de receptores do glutamato, foi 

sugerido que essses efeitos poderíam ser modulados através de uma proteína 

ativada pelo Ca++ (BAUDRY & LYNCH, 1980a,b; BAUDRY et al., 1980; 1981). 

Aventa-se que o grande aumento do Ca++ nas células granulares e piramidais 

resulta na sua combinação com a proteína especifica, a calmodulina, para formar 

um sistema de segundo mensageiro, o qual produz mudanças metabólicas, 

levando a um aumento nos receptores da membrana das densidades pós- 

sinápticas para o transmissor sináptico glutamato (ECCLES, 1983).

Tais achados dão suporte a um componente pós-sináptico para a LTP 

hipocampal, e os dados de OBENAUS et al.(1989) são consistentes com as 

hipóteses de que a liberação pós-sináptica de Ca_H- de estoques intraneuronais é 

um pré-requesito crítico para que a LTP seja induzida.

Calmodulina, que é uma proteína ligadora de Ca-H_ e ativadora de 

vários processos dependentes de Ca++ (TEO & WANG,1973; KAKIUCHI & 

SOBUE,1983) via proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina 

(FUJISAWA et al.,1984), e PKC (NISHIZUKA,1984) parece estar envolvida no 

aumento sustentado do glutamato liberado durante a LTP, estando portanto, 

fortemente implicada nesse processo (KLEE et al.,1980; MODY et al.,1984; 

SUZUKI, 1994).
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Vários pesquisadores têm demonstrado que a PKC se 

encontraenvolvida na indução da LTP na área CA1 e no girus dentado 

(MURAKAMI & ROUTTENBERG,1985; MALENKA et al.,1986; LINDEN et 

al.,1987; GUSTAFSSON et al.,1988; MALINOW et al.,1990; MULLER et 

al.,1991; PASINELLI et al.,1995). Em adição, a ativação da proteína quinase 

levando a fosforilação das proteínas neuronais, parece ocupar um papel chave no 

desenvolvimento e na expressão da plasticidade sináptica 

(ROUTTENBERG,1979; KANDEL & SCHWART,1982; LYNCH & 

BAUDRY,1984; MALINOW et al.,1988; 1989). No mesmo sentido, tem sido 

sugerido que a ativação da PKC estimulada por Ca+^/fosfolipideo (TAKAI et 

al., 1977; 1979), e consequentemente a fosforilação de um de seus substratos, a 

proteína F1 (ROUTTENBERG,1984; AKERS & ROUTTENBERG,1985; 

AKERS et al.,1986; MALENKA et al.,1986; MALINOW et al.,1988), podem 

mediar a persistência, mas não a iniciação da LTP (para revisão veja: 

LOVINGER et al.,1986). Também tem sido reportado, que a ativação da PKC in 

vivo pode ser dependente da translocação da quinase do citosol para o 

componente lipídico da membrana seguindo a estimulação de alta frequência 

(AKERS et al.,1986; KRAFT & ANDERSEN,1993).

Por outro lado, também tem sido demonstrado que o papel da PKC 

na LTP não está confinado apenas a mudanças pré-sinápticas. HU et al.(1987) 

demonstraram que a injeção de PKC purificada nas células da área CAj, produziu 

mudanças na excitabilidade celular semelhantes a LTP, apontando para um papel 

pós-sináptico.

A indicação de que a LTP é independente de eventos pré-sinápticos é 

dada pela ação do ácido 2-amino-4-fosfonobutírico (2-amino-4-phosphonobutyric 

acid, AFB), o qual bloqueia a ação do transmissor nos receptores pós-sinápticos, 

mas não tem ação pré-sináptica (DUNWTDDIE et al.,1978). Esses achados 

claramente indicam que a LTP resulta de uma ação trans-sináptica, isto é, que ela 
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é iniciada pós-sinápticamente.

Uma teoria que sugeriu mecanismos pós-sinápticos primariamente 

responsáveis pela manutenção da LTP, foi proposta por BAUDRY & LYNCH 

(1980a). Tal teoria foi chamada teoria do receptor e propunha que havia um 

aumento do número de receptores pós-sinápticos para o glutamato seguindo a 

indução da LTP. Vários experimentos bioquímicos e de ligação aos receptores 

têm suportado esses achados (BAUDRY et al.,1980; veja também para revisão : 

LYNCH & BAUDRY, 1984).

Apoiando o mecanismo pós-sináptico, nenhuma mudança no potencial 

de repouso, na resistência de entrada, na constante de tempo da membrana e na 

corrente limiar, todos medidos com um eletrodo intracelular no soma, foi 

observada durante a geração da LTP nos neurônios das áreas CA1 e CA3 

(ANDERSEN et al.,1980; HAAS & ROSE, 1982; BARRIONUEVO & 

BROWN,1983; BARRIONUEVO et al.,1986). Um papel pós-sináptico na 

indução da LTP foi mais tarde confirmado quando MALINOW & MILLER 

(1986) mostraram que a hiperpolarização das células alvo também bloqueia a 

indução da LTP.

Os achados experimentais para esclarecer o(s) mecanismo(s) da LTP 

são óbviamente diversificados e dessa forma sugerem mecanismos pré- e pós- 

sinápticos. Fica pois, bem claro que o sítio de expressão da LTP é bastante 

controverso, mas estudos recentes com análise quantal (BEKKERS & 

STEVENS,1990) têm fortificado a evidência de que, após a indução pós- 

sináptica, a LTP é expressa por um aumento na liberação do transmissor a partir 

dos terminais pré-sinápticos como já previsto por DOLPHIN et al.(1982) e 

BLISS et al. (1986).

O requerimento de ambos os elementos pré- e pós-sinápticos na 

indução da LTP têm sido claramente demonstrados pelos trabalhos de BLISS & 

LOMO (1973); VAN HARREVELD & FIFKOVA (1975); McNAUGHTON et 
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al.(1978); ANDERSEN et al.(1980); BAUDRY et al.(1981); KELSO et 

al.(l 986); BLISS et al.(l 986); HVALBY et al.(1987); BEKKERS & STEVENS 

(1990); BASKYS et al.(l 991); KULLMANN & NICOLL (1992); LARKMAN et 

al.(1992). Esses trabalhos provêm a mais forte evidência de que a associação das 

atividades pré- e pós-sinápticas são essenciais para a indução da LTP. De acordo 

com os resultados de BARANYI & FEHER (1981) a continuidade temporal de 

excitações pré- e pós-sinápticas, é indispensável para a facilitação 

sináptica, como préviamente postulado por HEBB (1949).

Assim, LTP que inicialmente foi proposta como sendo um mecanismo 

exclusivamente pós-sináptico, pode envolver várias mudanças secundárias pré- 

sinápticas (SKREDE & MALTHE-SORENSSEN,1981; BLISS & 

DOLPHIN,1982; DOLPHIN et al.,1982; TURNER et al.,1982; 

MALGAROLI, 1994).

Várias hipóteses têm sido propostas para integrar as aparentes 

contribuições pré- e pós-sinápticas para a LTP. ECCLES (1983) propôs que as 

mudanças pós-sinápticas, secundárias ao influxo de Ca_H_ induzido pelo tétano, 

induzem o aumento na liberação do transmissor por meio de um fator trófíco. Ao 

contrário, KRUG et al.(1984) sugeriram que o evento primário é o aumento na 

liberação do transmissor, o qual por sua vez induz mudanças estruturais de longa 

duração no neurônio pós-sináptico.

Embora mecanismos multimodais para o aumento da eficiência 

sináptica sejam possíveis, um mecanismo de cascata envolvendo ambos os 

elementos pré- e pós-sinápticos em série pode ocorrer. Para que esse mecanismo 

de cascata envolvendo ambos os elementos ocorra, deve existir transmissão 

química da informação por meio da difusão das substancias. Existem evidências 

para isso. Tais mecanismos estão pois, relacionados com os processos de 

manutenção da LTP. Entretanto, avanços nesse sentido têm sido relativamente 

lentos.
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Uma vez que a indução da LTP requer a ocupação dos receptores 

NMDA pelo glutamato com um consequente aumento no influxo de Ca++ pós- 

sináptico, e a manutenção da LTP parece involver mudanças pré-sinápticas que 

levam a um aumento da liberação de glutamato, é provável que possa existir 

algum fator produzido pós-sinápticamente que atue como um sinal retrógrado e 

volte a atuar no sítio pré-sináptico para informar sobre os eventos pós-sinápticos.

Estudos usando anticorpos poli ou monoclonais têm sugerido a 

existência de substancias difusíveis ou sítios no espaço extracelular 

envolvidas no mecanismo da LTP (MOORE,1965; LEWIS & TEYLER, 1986b; 

STANTON et al.,1987).

Um peptídeo encontrado no veneno da abelha, o peptídeo degranulador 

dos mastócitos (Mast Cell Degranulator, MCD), tem sido apontado por 

CHERUBINI et al.(1987) como um possível candidato a substancia sinalizante 

extracelular, uma vez que, MCD produz LTP de EPSP registrados 

intracelularmente na área CA1 do hipocampo de rato.

Por outro lado, com a descoberta de que a estimulação dos receptores 
r

NMDA pode levar a produção e a liberação do Oxido Nítrico (Nitric Oxide, NO) 

(GARTHWAITE et al.,1988; 1989), este foi sugerido como provável mensageiro 

retrógrado, visto sua habilidade para se difundir, sua curta vida, e sua mais 

recente função como um mensageiro neuronal no cérebro (SNYDER & 

BREDT,1991; DAWSON et al.,1992).

Além disso, existem várias indicações que o NO se encontra envolvido 

na geração da LTP (BÕHME et al.,1991; ODELL et al.,1991; SCHUMAN & 

MADISON,1991; HALEY et al.,1992; SNYDER,1992; ZHUO et al.,1993; 

LUM-RAGAN & GRIBKOFF,1993), tomando-o portanto, um excelente 

candidato a mensageiro retrógrado.

Em adição, os trabalhos de MIZUTANI et al.(1993) dão suporte a 

idéia de que o NO se encontra envolvido na geração da LTP nas sinapses 



52

das células granulares do girus dentado in vivo.

Por outro lado, vários autores (ZHUO et al.,1993; HAWKINS et 

al.,1994) apresentaram evidências implicando um diferente gás, o Monóxido de 

Carbono (Carbon Monoxide, CO), na plasticidade sináptica. Esses autores 

mostraram que o aumento de longa duração produzido pelo NO ou pelo CO é 

espacialmente restrito as sinapses pré-sinápticas ativadas, e que o aumento não 

envolve um efeito pós-sináptico generalizado, mas antes um efeito localizado. Os 

resultados sustentam a possibilidade de que o NO e o CO têm um locus de ação 

pré-sináptico.

O papel do ácido aracdônico ou seus metabólitos, ácido 

hidroperoxieicasotetraenóico (Hydroperoxyeicosatetraenoic Acid, HPETE) e 

ácido hidroxieicasotetraenóico (Hydroxyeicosatetraenoic Acid, HETE) como 

outros mensageiros trans-sinápticos no mecanismo da LTP também tem sido 

sugerido (DUMUIS et al., 1988; BLISS et al.,1990; LYNCH et al.,1991). Estes 

constituem fortes candidatos para esses mensageiros da fase tardia da LTP, uma 

vez que são compostos pequenos e lipossolúveis, podendo atravessar a 

membrana com certa facilidade, e assim produzir as alterações pré-sinápticas 

características da LTP (PIOMELLI et al.,1987). Em adição, DUMUIS et 

al.(1988) sugerem que os receptores NMDA são receptores pós-sinápticos que 

iniciam a síntese desses prováveis mensageiros trans-sinápticos.

Fortes evidências para o papel da cascata do ácido aracdônico na 

geração de um mensageiro trans-sináptico no mecanismo da LTP tem sido obtido 

por LYNCH et al.(1989) e WILLIAMS et al.(l 989). Esses autores sugeriram que 

o sítio da liberação do ácido aracdônico está localizado na membrana pós- 

sináptica.

LYNCH et al.( 1989) e também BLISS et al.(1988) hipotetizaram que 

a ativação dos canais iônicos dos receptores NMDA na membrana pós-sináptica 

ativam a fosfolipase A2, por meio de um aumento na [Ca++]i e causam a 
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liberação do ácido aracdônico e/ou de seus metabólitos, que por sua vez atuam 

nos terminais pré-sinápticos, levando a ativação do mecanismo de 

expressão e manutenção da potenciação da liberação do transmissor 

(possivelmente através da ativação do tumover do fosfatidil-inositol e/ou quinase 

C).

Por outro lado, dados mais recentes, fortemente indicam o Fator de 

Ativação Plaquetária (Platelet-Activating Factor, PAF) como um dos mais 

prováveis candidatos a mensageiro retrógado, envolvido na sinalização da célula 

pré- para a pós-sináptica durante a LTP hipocampal (GODA,1994; KATO et 

al.,1994).

Evidências suportando a idéia de que ambos os elementos pré- e pós- 

sinápticos estão envolvidos na manutenção da LTP também têm sido obtidas a 

partir de estudos morfológicos.

Um grande número de evidências mostram que mudançasmorfológicas 

também ocorrem após a indução da LTP, e que possivelmente tais mudanças 

estão envolvidas na manutenção do efeito. Essas mudanças relacionam-se com o 

número de espinhos e botões, a largura dos espinhos, o comprimento da haste dos 

espinhos, o número de hastes sinápticas, o aumento no número de vesículas 

sinápticas e nas densidades da membrana pós-sináptica, após a estimulação do 

hipocampo com alta frequência (RALL,1962; VAN HARREVELD & 

FIFKOVÁ,1975; FIFKOVÁ & VAN HARREVELD, 1977; LEE et al.,1980; 

DESMOND & LEVY, 1983; CHANG & GRENOUGH,1984; e veja também 

BLISS & LYNCH, 1987).

Esses fatos deram origem a uma série de estudos sobre o papel da 

síntese proteica na LTP. Usando métodos de dupla marcação, DUFFY et 

al.(1981) encontraram que a LTP da população de spikes na região CA1 ou no 

girus dentado, estava associada com a liberação de proteínas recém- 

sintetizadas para o fluído extracelular. Dados semelhantes foram obtidos por 
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CELARRIAUT-MARLANGUE et al.(1988). Por outro lado, evidências recentes 

têm implicado a fosforilação de proteinas como importante mecanismo 

regulatório na expressão da plasticidade neuronal (GISPEN et al.,1986). Vários 

pesquisadores têm relatado mudanças ao nível de fosforilação de um certo 

número de proteinas, após a estimulação em alta frequência (BROWNING et 

al.,1979; BÃR et al.,1980; ROUTTENBERG et al.,1985). Como a fosforilação 

de proteinas pode ocorrer dentro de segundos e persistir (ROUTTENBERG & 

EHRLICH,1975), esse fato se toma um candidato atrativo para o substrato 

bioquímico da LTP. Em adição, tem sido sugerido que tanto a indução 

(STANTON & SARVEY,1984) como a manutenção (FIFKOVÁ et al.,1982; 

KRUG et al.,1984) da LTP são bloqueadas por inibidores da síntese proteica.

Experimentos realizados por FREY et al.( 1988) na área CA1 in vitro e 

por OTANI et al.(1989) no girus dentado zw vivo, utilizando inibidores da síntese 

proteica, permitiram concluir que a fase inicial da manutenção da LTP é 

provávelmente independente da síntese proteica, enquanto que a fase mais tardia 

requer a síntese de novas proteinas.

A observação de que as aminas biogênicas podem induzir uma 

profunda e duradoura facilitação na eficácia de um segundo transmissor em um 

número de sinapses centrais (BRUNELLI et al.,1976; FREEDMAN et al.,1977; 

READER et al.,1979; ROGAWSKI & AGHAJANIAN,1980; BLISS et 

al., 1981) é intrigante, e tem atraído considerável interesse nos últimos anos, uma 

vez que isso pode servir como um substrato neural para a aprendizagem e a 

memória (KANDEL & SCHWARTZ,1982).

Além disso, existem várias observações que sugerem que as vias 

monoaminérgicas têm a capacidade de influenciar a LTP (PETTIGREW & 

KASAMATSU,1978). Os resultados obtidos por BLISS et al.(1981) mostram 

que monoaminas podem modular mudanças de longa duração na função sináptica 

do girus dentado, e sugerem que a 5-HT é mais potente nesse sentido que a NE.
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Existem evidências de projeções noradrenérgicas para o hipocampo 

(SWANSON & HARTMAN,1975; LOY et al.,1980) e da habilidade da NE 

servir como um neuromodulador (SEGAL,1982; HAAS & KONNERTH,1983; 

HOPKINS & JOHNSTON, 1983). Além disso, BLISS et al.(1983) demonstraram 

que a integridade das projeções noradrenérgicas para o girus dentado, é 

importante para a completa expressão da LTP.

HOPKINS & JOHNSTON (1984; 1988) demonstraram que a NE 

aumenta a magnitude e a duração da LTP induzida por tétano, na área CA3. Tal 

ação provávelmente, se deve a redução do efeito depressivo do IPSP no 

mecanismo da LTP. O sítio de ação da NE na área CA3 parece ser pós-sináptico, 

e o aumento da despolarização induzida pelo tétano parece resultar de dois 

modos de ação da mesma na membrana das células piramidais, ou seja, a 

supressão da corrente de Ca++ dependente de K+ durante a hiperpolarização 

lenta tardia (After Hyperpolarization, AHP) que acompanha 0 potencial de ação 

(MADISON & NICOLL,1986; HAAS & ROSE, 1987), e o aumento na corrente 

de Ca++ durante o potencial de ação (GRAY & JOHNSTON, 1987). Esses dois 

efeitos da NE podem não só se oporem aos efeitos hiperpolarizantes do IPSP, 

mas também resultarem no aumento do influxo de Ca4-4- nos elementos pós- 

sinápticos.

Entretanto, essas ações pós-sinápticas que levam a um aumento da LTP 

são aparentemente inconsistentes com a sugestão de que esta na área CA3 é 

gerada por um aumento do transmissor liberado pelos terminais pré-sinápticos 

(YAMAMOTO et al.,1989). Assim, o sítio de ação da NE para aumentar a 

liberação de glutamato parece ser pré-sináptico e mediado por um sistema ativado 

pelo cAMP (STANTON & SARVEY, 1985c), o qual pode resultar no aumento da 

síntese de uma proteína específica no mecanismo da LTP. Dessa forma, se todos 

os achados discutidos acima forem corretos, temos que assumir novamente um 

processo trans-sináptico mediando a transferência de informação entre os 
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neurônios pré- e pós-sinápticos, ou um mecanismo pós-sináptico da ação da NE 

com aumento total da sensibilidade da membrana pós-sináptica ao transmissor.

Já no girus dentado, a NE, por si mesma, é capaz de produzir LTP 

(NEUMAN & HARLEY,1983). Essa observação foi confirmada por STANTON 

& SARVEY (1985a) e WINSON & DAHL (1985) e é também consistente com 

os achados de BLISS et al.(1983) e STANTON & SARVEY (1985b) que 

demonstraram que a depleção da NE endógena nos neurônios do locus coeruleus, 

os quais enviam seus neurônios para o girus dentado, resulta numa redução da 

magnitude da LTP induzida por tétano. Embora haja algumas informações 

(KRUG et al.,1983; ROBINSON & RACINE,1985) inconsistentes com esses 

achados, é provável que a NE liberada pelos neurônios adrenérgicos durante o 

tétano na via perforante tenha um papel essencial na geração da LTP no girus 

dentado. Por outro lado, DUNWIDDIE et al.(1982) encontraram que a NE não 

está envolvida na produção da LTP na área CA1.

Estudos realizados por BURGARD et al.(1989), mostraram que 

antagonistas dos receptores NMDA, APV e ácido(3-[(+-)-2-carboxipiperazina-4- 

il]propil-l,fosfónico (3-[(±)-2-carboxypiperazin-4-il] propyl-l-phosphonic acid, 

CPP) significativamente suprimem a geração da LTP induzida pela NE.

Esses resultados sugerem o envolvimento da ativação dos receptores 

NMDA no mecanismo da LTP induzida pela NE através de uma ação pré- 

sináptica (para produzir um aumento sustentado na liberação do glutamato) ou 

uma ação pós-sináptica (para ativar o mecanismo da LTP que é normalmente 

ativado pelo tétano), ambas produzidas possivelmente, pela liberação espontânea 

de glutamato, pelos terminais pré-sinápticos.

WILLIAMS & JOHNSTON (1988) demonstraram que os efeitos 

muscarínicos da ACh também parecem modular os mecanismos da LTP induzida 

pelo tétano nas regiões CA1 e CA3. Um possível modo de envolvimento do 

sistema colinérgico muscarínico pode ser através do efeito despolarizante, 0 qual 
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facilita a ativação dos receptores NMDA que causam o influxo de Ca-H_ nos 

neurônios pós-sinápticos. Nesse caso, os receptores muscarínicos operam para 

facilitar a indução da LTP. Entretanto, essa ação pós-sináptica pode não ser 

consistente com o possível mecanismo pré-sináptico da LTP na região CA3.

Dados recentes demonstraram que a perfusão deAcetilcolinesterase 

(AChE) em fatias hipocampais de cobaio, induz uma LTP na transmissão 

sináptica hipocampal, a qual faz lembrar a clássica LTP produzida pela 

estimulação tetânica (APPLEYARD,1995).

MECANISMOS NAS SINAPSES PERIFÉRICAS

A LTP ganglionar resulta de um aumento na eficiência da transmissão 

sináptica nicotínica sem mudanças no potencial de repouso ou na resistência de 

entrada do neurônio pós-sináptico (ANDERSEN et al.,1980; BARRIONUEVO 

& BROWN, 1983; BRIGGS et al., 1983;1985a,b). Esta parece ser gerada através 

de um processo pré-sináptico que induz uma potenciação duradoura (horas) 

evocada pela ACh endógena liberada (McCAMAN et al.,1984), uma vez que a 

ativação direta dos neurônios pós-ganglionares não causa a potenciação da 

transmissão sináptica (BRIGGS et al., 1985a). Nenhuma alteração foi observada 

na liberação espontânea ou no conteúdo ganglionar de ACh, 0 que sugere que a 

longa duração na eficiência sináptica seja devida, pelo menos em parte, ao 

aumento da quantidade de ACh liberada pelos impulsos aferentes (BRIGGS et 

al., 1985b).

De acordo com BRIGGS & McAFEE (1988) a expressão da LTP é 

acompanhada por uma potenciação na liberação da ACh, e pelo menos 

aparentemente, por um aumento generalizado na sensibilidade nicotínica. Assim, 

a LTP nicotínica no SCG de rato, parece ser largamente, se não 



58

exclusivamente devida a mecanismos pré-sinápticos. Contudo, ainda não está 

bem esclarecido se a mesma é totalmente uma propriedade dos terminais 

nervosos colinérgicos, ou se também envolve a liberação de algum 

neuromodulador, como por exemplo algum peptídeo.

Similarmente, a análise quantal da LTP na junção neuromuscular do 

camarão de água-doce, também tem indicado que o locus da LTP é pré- 

sináptico (BAXTER et al.,1985).

Em adição, o mecanismo pós-sináptico foi descartado por vários 

experimentos usando técnicas de registro intracelular (BRIGGS & 

McAFEE,1988). Entretanto, no gânglio simpático , a estimulação repetitiva tem 

induzido um aumento, que dura horas, da resposta sináptica nicotínica, mas 

aparentemente através de um mecanismo pós-sináptico (KUMAMOTO & 

KUBA, 1983b). Esse efeito parece diferir da LTP no SCG do rato, em outros 

aspectos pois, no gânglio do sapo, a potenciação da transmissão sináptica foi 

induzida antidrômicamente pela estimulação repetitiva do nervo pós-ganglionar. 

Já no gânglio de rato, a estimulação repetitiva não-sináptica do neurônio pós- 

ganglionar não induziu LTP (BROWN & McAFEE,1982; BRIGGS et al.,1983) e 

nem a transmissão colinérgica ou adrenérgica parece ser responsável pela 

indução da LTP por estimulação repetitiva (BRIGGS et al., 1985a).

A idéia de que a LTP se deve a um mecanismo pré-sináptico é também 

sugerida por outros estudos em uma variedade de tecidos (BAXTER et al.,1985; 

KOYANO et al.,1985; BLISS et al.,1986; GOELET et al.,1986; APPLEGATE et 

al.,1987). Contudo, outros autores têm sugerido que um aumento na sensibilidade 

pós-sináptica para o transmissor explica ou contribui para a LTP (LYNCH & 

BAUDRY,1984; KOYANO et al.,1985; LYNCH et al.,1985; GOH et al.,1986).

Por outro lado, ambos os mecanismos pré- e pós-ganglionares foram 

encontrados operando na LTP induzida por tétano no gânglio simpático de sapo 

(KUMAMOTO & KUBA, 1983a,b; KOYANO et al.,1985). Em relação ao seu 
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curso temporal, a LTP pré-sináptica nos gânglios simpáticos de sapo, relembra 

aquela no hipocampo BLISS & LOMO,(1973) e no córtex motor (BARANY & 

FÉHER,1981).

Como discutido anteriormente, é geralmente aceito que os íons Ca44- 

têm um importante papel no processo da LTP (ECCLES,1983; BRIGGS et 

al., 1985a), mas existe um desacordo com relação aos possíveis sítios de ação 

envolvidos na potenciação (BLISS & LOMO,1970; ECCLES,1983; BRIGGS et 

al., 1985a).

Existem evidências de que o grande aumento na [Ca44-]! no terminal 

pré-sináptico produzido pela atividade tetânica (BRIGGS et al., 1985a) inicia o 

mecanismo do aumento de longa duração da ACh liberada. A necessidade da 

presença de Ca44, juntamente com a não necessidade da estimulação dos 

receptores nicotínicos (BRIGGS et al., 1985a), sugere que o Ca44 requerido é 

mais pré- que pós-sináptico.

PARDUCZ et al.(1987) observaram que o Ca4-4 não sómente acumula- 

se nas vesículas sinápticas, isto é, dentro dos elementos pré-sinápticos, mas 

também aparece nos vacúolos dendriticos. Esses mesmos autores também 

demonstraram através de estudos morfológicos, que tal aumento no conteúdo de 

Ca44- pode ser devido a um aumento no número de vesículas que se ligam ao 

Ca44. Porém, não existem experimentos para analizar como tal aumento na 

[Ca44-]! ativa o mecanismo de cascata da LTP. Um aumento no nível basal do 

Ca44 livre intraterminal [Ca44-]! temsido sugerido como sendo o mecanismo para 

o aumento na liberação do neurotransmissor que apoia a LTP pré-sináptica 

(KOYANO et al.,1985; KUBA et al.,1988). Dessa forma, LTP pré-sináptica nos 

gânglios simpáticos de parece ser causada por um aumento sustentado do 

nível basal do [Ca44-]! nos terminais nervosos pré-sinápticos e possivelmente 

através da ativação de processos dependentes da calmodulina (MINOTA et 
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al., 1990). BROWN & McAFEE (1982) mostraram que a remoção do Ca++ extra 

celular da solução de perfusão, bloqueava a indução da LTP, enquanto que a 

adição de atropina (2 uM) ou um aumento da concentração de Hexametônio de 

200 uM para 3 mM, durante o período da aplicação do tétano, não apresentava 

nenhum efeito sobre a LTP pré-existente. Em adição, a aplicação de carbacol 

(0.1-1.0 mM) não gerava LTP na transmissão nicotínica (BRIGGS et al., 1985a). 

Dessa forma, esses autores mostraram que a LTP ganglionar é um processo 

dependente de Ca++ e temperatura que aparentemente pode ser criado 

independentemente da ativação dos receptores nicotínicos (BRIGGS et 

al., 1985a), muscarínicos (LIBET et al.,1975) ou adrenérgicos (BROWN & 

DUNN,1983).

Um outro possível mecanismo para a LTP ganglionar, envolve uma 

ainda desconhecida substancia modulatória, a qual é liberada pelos terminais pré- 

ganglionares durante o tétano e que pode atuar aumentando os componentes pré- 

ou pós-sinápticos da transmissão nicotínica. Um dos candidatos é um peptídeo, o 

peptídeo semelhante ao hormonio liberador do hormonio luteinizante (Luteinizing 

Hormone-Releasing Hormone like, LHRH-like), o qual é co-liberado a partir das 

fibras C de gânglios simpáticos de sapo (JAN & JAN,1983).

Por outro lado, dados mais recentes apontam para um importante papel 

do NO no mecanismo da LTP dos gânglios autonômicos. Isso provavelmente 

ocorre através de uma diminuição na corrente de potássio Ic, pela ação 

modulatória das cGMP e cAMP fosfodiesterases, que iriam afetar a fosforilação 

do cAMP do canal Ic, ou seja, o NO liberado pelo terminal durante o tétano, 

levaria a uma alteração da fosforilação do cAMP do canal Ic, aumentando assim, 

a liberação do transmissor (BENNETT, 1994).

Estudos para examinar um possível envolvimento da transmissão 

adrenérgica no mecanismo da LTP induzida por tétano, parece não terem sido 

bem sucedidos (VOLLE & PATTERSON,1983). Entretanto, exposição 
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prolongada do gânglio simpático de sapo a altas concentrações de E tem sido 

documentada como induzindo uma potenciação duradoura da transmissão 

nicotínica (KUBA et al.,1981; BROWN & DUNN,1983; KUMAMOTO & 

KUBA, 1983a).

KUMAMOTO & KUBA (1987) sugeriram que a LTP induzida pela E 

é modulada pela dessensibilização dos adrenoceptores do tipo beta, e é um 

processo que envolve o cGMP endógeno atuando em uma etapa subsequente à 

produção do cAMP. Essa LTP é também eventualmente evocada por um 

crescimento do nível do Ca++ intraterminal no gânglio simpático de sapo (KUBA 

et al.,1981; KUMAMOTO & KUBA, 1983a; 1986; KUBA & 

KUMAMOTO, 1986). Essa LTP induzida pela E pode servir não somente na 

manutenção do alto nível do tônus simpático periférico, mas também como um 

sistema modelo da LTP no CNS.

LTP também tem sido reportada no EPSP lento dos gânglios 

simpáticos do coelho, pela ação da DA presente nas células SIF, atuando nos 

receptores muscarínicos elevando os níveis de cAMP nos neurônios pós- 

ganglionares (LIBET & TOSAKA,1970; LIBET et al.,1975; KOBAYASHI et 

al.,1978; LIBET & MOCHIDA,1988).

Neuropeptídeos também são passíveis de induzir LTP, uma vez que 

estão presentes nos terminais axônicos pré-ganglionares do gânglio estrelar do 

gato, e de existir evidência da liberação dos mesmos pela estimulação pré- 

ganglionar (BACHOO et al.,1987; CAVERSON et al.,1989). Em adição, as 

células tipo B dos gânglios simpáticos do sapo podem gerar um EPSP lento tardio 

após a estimulação tetânica do nervo pré-ganglionar do tipo C (NISHI & 

KOKETSU, 1968a), o qual foi gerado pela ação do LHRH e/ou liberação da 

Substancia P pelos terminais pré-sinápticos do tipo C (JAN et al.,1980; NISHI et 

al.,1980; JAN & JAN, 1983; KATAYAMA & NISHI, 1986).

Uma transmissão excitatória lenta, resistente a antagonistas 
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colinérgicos, foi descrita para o gânglio mesentérico inferior de cobaio 

(NEILD,1978), sendo proposto que o mediador seja a Substancia P ou um 

peptídeo similar (DUN & KARCZMARJ979; DUN & MINOTA,1981; DUN & 

JIANG,1982; JIANG et al.,1982; DUN & KIRALY,1983). Além disso, a 

Substancia P (STEINACKER,1977) e o hormônio adrenocorticotrópico 

(Adrenocorticotropic Hormone, ACTH) (JOHNSTON et al.,1983), aplicados por 

alguns minutos em sinapses colinérgicas, aumentaram a amplitude do potencial de 

placa terminal na junção neuromuscular de sapo por cêrca de 1 a 3 horas.

No SCG de rato e de gato, o VIP exógeno, produziu uma LTP da 

transmissão nicotínica (MALENKA et al.,1987) e muscarínica (KAWATAMI et 

al.,1985), respectivamente.

Dessa forma, os resultados obtidos até então para explicar os 

mecanismos da LTP, nas sinapses centrais e periféricas, são fragmentados, e 

nos levam a concluir que ainda é prematuro se delinear uma conclusão definitiva.

7. ASSOCIAÇÃO ENTRE O ANS E O SISTEMA IMUNOLÓGICO

Historicamente, tem-se acreditado que o sistema imunológico está 

posicionado independente e flexivelmente para proteger o corpo, reagindo 

sómente contra invasores estranhos. Entretanto, nos últimos anos, esse dogma 

tem sido questionado por dados que mostram a participação do sistema nervoso 

na regulação do sistema imune e vice-versa. Isto nos leva a acreditar que esses 

sistemas são interativos, ao invés de isolados, como anteriormente acreditado.

Entre as características mais marcantes do sistema imune está a sua 

habilidade para adaptar-se constantemente às mudanças de condições e a 

lembrança de como deve responder a cada uma dessas condições. A maior parte 

de sua memória é expressa na maneira como ele responde aos antígenos aos quais 
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o organismo foi préviamente exposto. Da mesma forma, o sistema nervoso, por 

muito tempo considerado como sendo morfológicamente estático, com pouca 

habilidade para mudanças, também está constantemente mudando e adaptando- 

se em resposta à mudanças de condições. Por exemplo, é agora bastante claro, 

que as modificações comportamentais que ocorrem durante a aprendizagem 

resultam também de mudanças estruturais nas conexões entre as células nervosas 

e no modo como as mensagens respondem aos neurotransmissores 

(PRYSTOWSKY,1994).

Evidências recentes sugerem que ocorre comunicação entre as células 

do sistema nervoso e as do sistema imune (LEVINE,1994; MCCANN,1994). A 

base para essa comunicação é a liberação de mediadores químicos 

imunocompetentes entre as quais estão as citocinas (BASBAUM & 

LEVTNE,1991; MORGANTI-KOSSMANN et al.,1992; HUGHES et al.,1992), e 

produtos hormonais do sistema neuroendócrino.

Esses sistemas não sómente estão interligados em condições 

patológicas e fisiológicas, mas a pertubação aberrante de um sistema pelas 

células e produtos do outro, pode ser responsável pelo desenvolvimento de 

patologias. A integridade da barreira hemáto-encefálica e as alterações dessa 

barreira em patologias cerebrais, também influenciam as interações entre esses 

dois sistemas. Em doenças do sistema nervoso causadas por infecções virais e 

bacteriais, doenças imunes ou após injúria traumática, pode ocorrer infiltração de 

células do sistema imune, incluindo os linfócitos T e B e fagócitos 

mononucleares, e liberação de citocinas (HOFMAN,1989). Além disso, células 

residentes do sistema nervoso, particularmente astrócitos e microglia, podem 

eventualmente funcionar como células imunocompetentes (FREI & 

FONTANA, 1989).

Sendo o ANS um dos componentes importantes da regulação da 

homeostase, através do controle das funções vegetativas, não é tão surpreendente 
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que haja importantes interações entre ele e o outro sistema encarregado de manter 

a homeostase através da defesa do organismo contra agentes invasores, o sistema 

imuno lógico.

8. ASSOCIAÇÃO ENTRE O ANS E OS MASTÓCITOS

Na reação inflamatória, que está sob controle do sistema imunológico, 

participam componentes que em linhas bem gerais, podem ser divididos em 

eventos vasculares e celulares (DALE & FOREMAN,1989).

Nos eventos celulares, a participação do mástócito exerce um papel 

relevante por duas razões. Primeiro, pelos autacóides que pode liberar (alguns 

dos quais são também, neurotransmissores ou candidatos a tal) e pela sua 

provável quimiossensibilidade a neurotransmissores (BIENENSTOCK,1992), o 

que enfatiza a interrelação entre o sistema imunológico e o ANS. Segundo, pelo 

seu posicionamento em tecidos do organismo que são estratégicos em relação as 

rotas de entrada dos agentes invasores (GOLUB & GREEN,1991).

Os mastócitos são células imunes granulociticas observadas, 

predominantemente, em regiões perivasculares dos tecidos mucosos e serosos. 

Também são residentes do sistema nervoso normal, e frequentemente são 

observados em íntima aposição a neurônios, em uma grande variedade de tecidos 

periféricos. A estrutura do organismo mais rica em mastócitos, por unidade de 

peso (mg) é provavelmente um gânglio do ANS, o gânglio mesentérico inferior 

(LEAL-C ARDOSO, 1993).

STEAD & BIENENSTOCK (1990) sugeriram que uma provável 

função dos mastócitos seja a de funcionar como um transmissor integrativo entre 

o sistema nervoso e os eventos inflamatórios, dessa forma regulando a 

homeostase através de sua interação com os nervos.
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Evidências indiretas, como liberação de histamina induzida pela 

ACh, em mastócitos de ratos (FANTOZZI et al.,1978) e a desgranulação dos 

mesmos por estimulação antidrômica de nervos cutâneos (KIERNAN, 1972; 1977) 

têm sugerido uma relação funcional entre nervos e mastócitos teciduais. As 

evidências encontradas na literatura tomam claro agora, que a comunicação entre 

nervos e mastócitos é bidirecional, sendo a secreção de mastócitos capaz de 

estimular reflexos nervosos (BIENNESTOCK et al.,1991; UNDEM et al.,1991), 

enquanto os neuropeptídeos secretados por fibras sensoriais, por sua vez, têm a 

capacidade de iniciar a secreção pelos mastócitos (BENYON et al., 1987a).

Uma vez que os produtos liberados pelos mastócitos nos nervos 

periféricos podem exercer um efeito local sobre as estruturas localizadas nas 

vizinhanças dessas células, a ocorrência dos mesmos no sistema nervoso e as 

suas reações nos vários estados patológicos é de considerável interesse. Assim, a 

elucidação do papel dessas células no CNS e no PNS tem despertado enorme 

interesse nas últimas décadas.

No CNS, a localização e o comportamento dos mastócitos, na saúde 

e na doença, é pouco conhecida quando comparado com o que se sabe 

sobre o papel dessas células em outras partes do organismo. Contudo, já está 

documentado que na ausência de patologias, algumas áreas do CNS são mais 

ricas em mastócitos do que outras. Assim, embora os mastócitos tenham sido 

observados numa variedade de regiões do CNS, em diferentes espécies (cão, 

coelho, cobaio, rato, sapo, hamster, carneiro, macaco, homem), eles parecem 

estar concentrados em relativamente poucas áreas. Essas áreas incluem : o 

parênquima diencefálico, particularmente o tálamo, o tecido conectivo que 

recobre o sistema nervoso, tais como as meninges e o endoneuro, o plexo 

coróide, a área prostrema, o corpo pineal, a hipófise, o bulbo olfatório e o núcleo 

facial (KELSALL,1966; CAMPBELL & KIERNAN,1966; OLSSON, 1967; 1968; 

IBRAHIM,1974; DROPP,1976; GOLDSCHMIDT et al.,1984; DIMITRIADOU 
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et al., 1987; 1990; FERRANTE et al.,1990; DIMLICH et al.,1991).

Entretanto, tem sido demonstrado que os mastócitos também podem 

aparecer em áreas nas quais eles normalmente não existem, como um 

acompanhante tardio de certas doenças. Assim, já em 1890, NEUMANN 

reportou que os mastócitos ocorriam na periferia de infartos do cerebro humano e 

de placas na esclerose múltipla.

Ao contrário do CNS, os mastócitos nos nervos periféricos têm sido 

alvo de numerosas investigações. O interesse por essas células nos nervos 

periféricos pode ser explicado pelo fato de que eles podem ser afetados em vários 

tipos de neuropatias periféricas e que seus produtos podem influenciar outras 

mudanças tissulares que ocorrem no nervo lesado. Assim, os mastócitos têm 

sido encontrados em troncos nervosos periféricos, num largo número de 

mamíferos, incluindo o homem (RILEY & WEST, 1955; WERLE & 

SCHAUER,1956; RILEY, 1959; HAGBERG et al.,1962; BOSCHI,1964; 

ENERBÃCK et al.,1965; OLSSON, 1966; 1967) em tecidos associados com os 

gânglios, neurônios e terminações nervosas do ANS (GERTNER,1955; 

OLSSON, 1966; 1967; 1968; HOLLINSHEAD & GERTNER,1969; LINDEL et 

al.,1974; METCALFE et al.,1981; WEINREICH,1985; WEINREICH & 

UNDEM,1987).

Interações funcionais entre esses dois tipo de células na pele 

(KIERNAN,1971; KOWALSKI & KALINER,1988), intestino (BAIRD & 

CUTHBERT,1987; CASTRO, 1989; ARIZONO et al.,1990; PERDUE et 

al.,1991), nas vias respiratórias (SESTINI et al.,1990; MYERS et al.,1991) e em 

gânglios simpáticos (WEINREICH & UNDEM,1987; UNDEM et al.,1990; 

WEINREICH et al.,1992; LEAL-CARDOSO,1993) têm sido demonstradas. 

Esses dados são suportados por estudos morfológicos ao nível dos microscópios 

ótico e eletrônico, que têm reportado mastócitos localizados em íntima aposição 

à terminações nervosas autonômicas numa variedade de tecidos, incluindo a pele, 
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trato gastrointestinal, trato respiratório, mesentério, diafragma, timo, e vasos 

sanguíneos cerebrais (HEINE & FÕRSTER,1975a,b; DVORAK et al.,1980; 

WILLIAMS & FELTEN,1981; WIESNER-MENZEL et al.,1981; NEWSON et 

al., 1983; SKOFITSCH et al.,1985; YONEI et al.,1985; STEAD et al.,1987; 1989; 

DIMITR1AD0U et al.,1987; BIENESTOCK et al.,1988; 1989; 1993; WEIHE et 

al.,1989; FERRANTE et al.,1990; MULLER & WEIHE, 1991; 

BLENNERHASSETT et al.,1991).

CAUNA & CAUNA (1974) observaram uma íntima associação de 

fibras nervosas e células plasmáticas na mucosa nasal humana. Resultados 

similares foram obtidos por BÕCK (1974) em células epidérmicas do 

extrato germinativo do cobaio. Ele descreveu fibras nervosas terminais não 

mielinizadas penetrando na membrana basal e atingindo as invaginações da 

membrana celular. Por outro lado, HEINE & FÕRSTER (1975a,b) descreveram 

fibras nervosas terminais em contato com mastócitos de vários órgãos de 

mamíferos (homem, camundongo e cachorro).

NEWSON et al.(1983), demonstraram evidência estrutural da formação 

de botões entre os mastócitos e nervos entéricos no íleo de rato, e YONEI et 

al.(1985) observaram uma íntima associação entre nervos colinérgicos e 

mastócitos no colon de rato.

A distribuição de mastócitos em diferentes compartimentos de troncos 

nervosos periféricos normais, também tem sido estudada em ratos (ENERBÃCK 

et al.,1965). Numerosos mastócitos foram encontrados nas bainhas perineural e 

epineural do nervo ciático e em seus principais ramos. Eles também estão 

presentes no endoneuro dos interstícios entre as fibras nervosas (ENERBÃCK et 

al., 1965; OLSSON,1967).

Em adição, mastócitos são encontrados em íntima proximidade com
r

fibras nervosas mielinizadas e não-mielinizadas (WIESNER-MENZEL et 

al.,1981; NEWSON et al.,1983) e podem de fato, entrar em contato com axônios 
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não-mielinizados contendo substancia P e o peptídeo relacionado geneticamente à 

calcitonina (Calcitonin-gene-related peptide, CGRP) (SKOFITSCH et al.,1985; 

STEAD et al., 1987; 1988). Os achados anatômicos, juntamente com as evidências 

de que, tanto os mastócitos da mucosa intestinal como aqueles do tecido 

conectivo, podem in vitro ser estimulados a liberar histamina em resposta a 

substancia P (SHANAHAN et al.,1985; STEAD et al., 1990), sugerem que a 

proximidade de nervos peptidérgicos e mastócitos possa, então, facilitar a 

ocorrência de ativação de mastócitos por neuropeptídeos. Assim, é possível que 

neuropeptídeos interajam com mastócitos na produção da inflamação local.

A associação entre os mastócitos da mucosa e os nervos, também foi 

encontrada no homem (OLSSON,1971; STEAD et al.,1989). Esses dados foram 

corroborados por várias outras publicações que registraram a associação 

microanatomica entr os mastócitos e os nervos (veja a revisão : STEAD et 

al., 1990), e foram confirmados na mucosa intestinal por ARIZONO et al., 1990).

Estudos morfométricos demonstraram que há uma associação entre os 

mastócitos e os gânglios do ANS, e que estes apresentam uma densidade de 

mastócitos semelhante aquela de tecidos ricos nessas células, como o são a pele e 

as mucosas do trato respiratório (OLSSON,1968; STEAD et al.,1987). Dessa 

forma, a presença de mastócitos em gânglios simpáticos paravertebrais bem como 

em outros gânglios simpáticos tem sido demonstrada em diversas espécies, como 

no homem no gato, no rato, na vaca e no sapo (TORP,1961; VILLENA et 

al.,1986). No sistema nervoso parassimpático, mastócitos também foram 

observados no endoneuro do nervo vago de gato, cobaio e rato (TORP,1961) e 

no gânglio nodoso do vago. Esses estudos sugeriram uma interação entre os 

mastócitos e o ANS, que vem sendo confirmada.

Como o antígeno pode estimular a desgranulação de mastócitos em 

gânglios cervicais isolados (WEINREICH & UNDEM,1987) e uma

responsividade autonômica aumentada tem sido encontrada em pacientes
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atópicos (CASALE,1983), é possível que essa interação nervo/mastócito no PNS 

tenha um papel em certas doenças alérgicas, tais como a asma brônquica.

Nas últimas duas décadas, muitas evidências têm sugerido que 

elementos do sistema nervoso podem influenciar o crescimento, a diferenciação 

e, particularmente, o estado de ativação dos mastócitos. Experimentos realizados, 

predominantemente in vitro, utilizando-se mastócitos isolados, têm sido efetuados 

no intuito de verificar as ações dos neurotransmissores e neuropeptídeos sobre os 

mastócitos. Essas investigações têm demonstrado que os mastócitos exibem uma 

série de respostas a NE (MANNAIONI et al.,1975; ALM & BLOOM,1981; 

BOTANA et al.,1987) e a ACh (FANTOZZI et al.,1978; MOTAVKIN et 

al.,1979; KAZIMIERCZAK et al.,1980; WEST, 1985), e que essas respostas são 

heterogêneas e dependentes da origem dos mastócitos e do sistema experimental 

utilizado. Da mesma forma, estudos realizados com neuropeptídeos, dentre eles a 

substancia P, o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (Calcitonin-gene- 

related peptide,CGRP), o VIP, neurocininas, bradicinina (BK), somatostatina, 

neurotensina, neuropeptídeo Y, peptídeos opióides e nucleotídeos da adenina, 

têm sido reportados como estimuladores da liberação de mediadores pelos 

mastócitos, tanto pela estimulação direta dos mesmos como pela modulação das 

respostas de outros estímulos desgranulantes (THEOHARIDES & 

DOUGLAS, 1978; ERJAVEC et al.,1981; FEWTRELL et al.,1982; YAWASAKI 

et al.,1982; SYDBOM,1982; C AS ALE et al.,1984; SERTL & KALINER, 1987; 

SHANAHAN et al.,1985; PIOTROWSKI & FOREMAN,1985; EBERTZ et 

al.,1987; STEAD et al.,1987; FOREMAN,1987; SYDBOM,1988; LEVI- 

SCHAFFER & SHALIT,1989; ARZUBIAGA et al.,1991; CHURCH et 

al.,1991). Em adição, os estudos de STEAD et al.(1987) utilizando 

neuropeptídeos, têm sugerido que o sistema nervoso participa da regulação da 

defesa imunológica das mucosas.

Entretanto, existe uma heterogeneidade intra-espécie da resposta de 
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diferentes populações de mastócitos a vários neuropeptídeos. Mastócitos 

peritoneais de ratos liberam histamina em resposta a somatostatina, substancia P, 

VIP, e neurotensina, enquanto que mastócitos intestinais de rato, respondem 

sómente a substancia P (ALI et al.,1986). No homem a substancia P e agonistas 

opióides podem desgranular mastócitos na pele, mas não têm nenhum efeito 

sobre os mastócitos do parênquima pulmonar (LAWRENCE et al.,1987; 

CHURCH et al.,1989a,b). Também existe heterogeneidade de resposta dos 

mastócitos a neuropeptídeos entre espécies. Muitas populações de mastócitos em 

ratos, camundongos e hamsters, respondem a substancia P, enquanto que os 

mastócitos de cobaio são completamente resistentes a essa substancia (ALI et 

al.,1986).

Por outro lado, é do conhecimento médico que as doenças alérgicas 

apresentam um componente nervoso, sendo as suas recidivas associadas à 

ansiedade e ao estresse fisiológico. Demonstrações experimentais desse tipo de 

associação já foram descritas, há décadas, por HOLMES et al. (1950) quando 

quantificaram os efeitos da emoção sobre a secreção nasal, incluindo o transudato 

celular, e sobre a composição de leucócitos circulantes. Outros dados corroboram 

esses achados. Sabe-se que os tecidos linfóides são inervados (FELTEN et 

al.,1985). Sabe-se também, que ratos condicionados pela apresentação 

simultânea de estímulo imunológico e psicológico, respondem à apresentação 

em separado do estímulo psicológico com a desgranulação de mastócitos 

(MacQUEEN et al.,1989).

Em adição, estudos sobre a Aplysia californica, mostram que em 

animais que sofreram sensibilização prolongada ao estímulo sensitivo e doloroso, 

há formação de varicosidades e novos contatos sinápticos, bem como aumento 

dos pós-potenciais sinápticos excitatórios nos nervos envolvidos (GLANSMAN 

et al.,1980; GOELET et al.,1986). Essa facilitação da transmissão 

sináptica depende da liberação do transmissor (5-HT) e é bloqueada por 
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inibidores da síntese proteica, e depende de cAMP (CASTELLUCCI et al.,1989; 

BARZILAI et al.,1989; BERGOLD et al.,1990).

Vários autores demonstraram que para que sejam geradas respostas 

inflamatórias cutâneas, caracterizadas por vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular, são requeridos neurônios sensoriais intactos na área 

lesada (LEWIS,1927; JANCSO et al.,1967; BERNSTEIN et al.,1981). Por outro 

lado, JANCSO et al.(1968) e STRICKER (1976), demonstraram que a 

estimulação elétrica dos nervos periféricos pode reproduzir essas reações, 

levando a uma vasodilatação e aumentando a permeabilidade vascular. Essas 

respostas vasculares dependentes da inervação são referidas como inflamação 

neurogênica. Várias evidências sugerem que a inflamação neurogênica cutânea 

resulta da ativação, primariamente, de fibras nervosas aferentes não mielinizadas 

que contêm uma variedade de peptídeos como neuromediadores 

(TOREBJORK & HALLIN, 1974; KENNINS, 1981).

Dessa forma, a inflamação neurogênica cutânea envolve a 

ativação de nervos sensoriais com a liberação de neuropeptídeos vasoativos dos 

terminais nervosos sensoriais (LEMBECK & HOLZER,1979; LEMBECK et 

al.,1982; COUTURE & CUELLO,1984). Reações da pele também podem 

envolver componentes neurogênicos, uma vez que, a aplicação local de 

capsaicina, uma neurotoxina específica para a inervação sensorial, inibe as 

reações de queimação induzidas por antígeno e pode também prevenir a 

urticária induzida pelo frio ou pelo calor (JANCSO et al.,1967; LEMBECK et 

al.,1982; TOTH-KASA et al.,1983; LUNDBLAD et al.,1987). Por outro lado, a 

mera estimulação da alguns nervos pode levar à inflamação neurogênica e à 

desgranulação de mastócitos (DIMITRIADOU et al.,1991) enquanto que a 

estimulação de outros nervos pode inibir essa desgranulação (MIURA et 

al.,1990).

Os mastócitos encontrados no ANS têm um amplo conteúdo de 
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histamina, que representa o principal “pool” dos gânglios (LINDEL et al.,1974; 

WEINREICH, 1985). A histamina liberada pelos mastócitos pode ser considerada 

como sendo o principal mediador entre o sistema imunológico e o PNS de 

mamíferos. De fato, os mastócitos são capazes de regular a transmissão sináptica 

(VILLENA et al.,1986; WEINREICH & UNDEM,1987; CHRISTIAN et 

al.,1989; UNDEM et al.,1991; WEINREICH et al.,1992; LEAL- 

CARDOSO,1993) tendo a histamina como o principal efetor e assim, induzirem 

mudanças eletrofisiológicas in vitro, tanto em neurônios do CNS 

(SEGAL, 1980; 1981; HAAS & KONNERTH,1983; PELLMAR,1986), quanto 

do sistema nervoso entérico (NEMETH et al.,1984), bem como do ANS 

(BRIMBLE & WALLIS, 197; LINDEL, 1983; VILLENA et al.,1986; SNOW 

& WEINREICH, 1987; GREEN et al.,1988; UNDEM et al.,1990; WEINREICH 

et al.,1992; LEAL-CARDOSO,1993).

É sabido, que nervos simpáticos e parassimpáticos podem modular o 

estado de ativação dos mastócitos na periferia (STEAD et al.,1990). Assim, a 

estimulação dessas fibras autonômicas induz a desgranulação dos mastócitos e a 

liberação de histamina e de outros mediadores nos tratos respiratório e 

gastrointestinal do homem e de outros animais (BANISACCHI et al.,1986; 

RUCCI et al.,1988; KIERNAN,1990). Em adição as fibras autonômicas, 

neuropeptídeos liberados de fibras sensoriais cutâneas ativadas, também induzem 

os mastócitos a secretarem histamina. Vários neuropeptídeos, como por exemplo 

a substancia P, podem causar a liberação de histamina (SYDBOM,1982; 

FOREMAN & JORDAN,1983; SHANAHAN et al.,1985; ALI et al.,1986; 

LAWRENCE et al., 1987; EBERTZ et al.,1987; FOREMAN, 1987; SERTL & 

KALINER,1987; CHURCH et al.,1989a,b; LOUIS & RADERMECKER, 

1990; 1991). A histamina, por sua vez, induz vasodilatação e aumenta a 

permeabilidade vascular e pode, assim, estar envolvida na inflamação 

neurogênica.
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Por outro lado, neuropeptídeos liberados por nervos sensoriais 

cutâneos afetam os músculos lisos, vasos sanguíneos e leucócitos, através da 

ação de mediadores liberados pelos mastócitos e dessa forma, a interação dos 

mastócitos com nervos pode, assim, estar envolvida em desordens de 

hipersensibilidade, tais como as reações do tipo imediatas e do tipo tardias 

(PAYAN & GOETZL,1988; GIROLOMONI & TIGELAAR,1990) e inflamação 

neurogênica (KIERNAN,1990).

Influências neuronais também podem ter um papel no metabolismo dos 

mastócitos, uma vez que uma atividade nervosa aumentada pode aumentar os 

níveis de 5-HT intracelular nos mastócitos meníngeos, enquanto a desnervação 

leva a uma diminuição no conteúdo desse neurotransmissor (FERRANTE et 

al.,1990).

Interessantemente, o fator de crescimento do nervo (nerve growth 

factor, NGF), além de aumentar a liberação de histamina mediada pelo 

antígeno (STANISZ et al.,1987) pode também, por si própria, estimular a 

desgranulação dos mastócitos (BRUNI et al.,1982; PEARCE & 

THOMPSON, 1986), bem como afetar o desenvolvimento dos mastócitos, uma 

vez que a sua administração em cultura de células sanguíneas, causa um aumento 

no número e no tamanho dos mastócitos (ALOE, 1977; 1988).

Embora muitas descrições de conexões anatômicas e funcionais entre 

mastócitos e nervos periféricos in vitro e in vivo (BIENENSTOCK et 

al., 1989; 1991) sugiram enfaticamente um papel fisiológico para as interações 

nervo/mastócito, a natureza precisa das moléculas responsáveis por essa 

interação e como esses mediadores alteram o comportamento dos canais iônicos 

de membranas sinápticas e extrasinápticas ainda permanece indefinida 

(MARSHALL et al,1989; BIENENSTOCK et al.,1991). Entretanto, as 

evidências de que a unidade nervo-mastócito executa um papel regulatório 

homeostático são convincentes.



Uma vez que os mastócitos podem ser sensibilizados aos anticorpos 

IgE e IgG, os quais se ligam com alta afinidade aos receptores na membrana, eles 

também podem reagir com antígenos do meio contra os quais esses anticorpos 

foram feitos. Nesse sentido, os mastócitos associados a nervos, poderíam atuar 

como formas não usuais de receptores sensoriais. Eles poderíam, então, prover o 

sistema nervoso com informações sobre a disponibilidade de tais antígenos. Esse 

sistema podería também envolver, potencialmente, o tipo de comunicação reflexa 

axônica e podería ser, portanto, particularmente importante na proteção da 

mucosa epitelial dos tecidos dos tratos intestinal e respiratório.

Já que, a estimulação de nervos e mesmo o condicionamento 

psicológico, podem causar a desgranulação de mastócitos, os sistemas nervoso 

central e o periférico não podem ser desconsiderados na tentativa do 

entendimento e explicação da função dos mastócitos. Acredita-se, portanto, que a 

associação nervo/mastócito tenha importância biológica fundamental (veja a 

revisão : JOHNSON & KRENGER,1992).

9. MASTÓCITOS

Os mastócitos são células perivasculares ou perilinfáticas, 

relativamente grandes, encontradas no tecido conectivo frouxo de todos os 

órgãos (RILEY,1959). Em humanos, os mastócitos, são relativamente abundantes 

na pele, timo, útero, tecido linfóide, bexiga, língua, mesentério, ao redor dos 

grandes e pequenos vasos sanguíneos, nas camadas subserosa e submucosa do 

trato digestivo e no trato respiratório (NORRIS, et al.,1963; BENDITT & 

LAGUNOFF,1964; SEYLE,1965; KITAMURA et al.,1978; METCALFE et 

al.,1981; YAMATODANI et al.,1982; SAAVEDRA-DELGADO & 

METCALFE, 1983; GALLI et al.,1984; SCHWARTZ & AUSTEN,1984; GALLI 
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& LICHTENSTEIN,1988; KITAMURA, 1989; GALLI,1990; STEAD et 

al.,1990).

Eles estão largamente distribuídos em muitos tecidos dos mamíferos, 

tanto na superfície das mucosas como no interior do tecido conectivo. Ao nível 

das mucosas, tais como as do intestino e, possivelmente da superfície luminal dos 

pulmões, o papel primário dos mastócitos parece ser o de defender o organismo 

contra infecções por parasitas (MILLER et al.,1986). Contudo, em tecidos 

conectivos tais como a dermis da pele, a íntima associação entre os mastócitos, 

nervos e vasos sanguíneos (EADY et al.,1979; WTESNER-MENZEL et al.,1981) 

sugere que o desenvolvimento dessas células pode ser influenciada pelo meio, 

tomando-as capazes de realizar um papel mais homeostático do que defensivo.

Os mastócitos são células derivadas de precursores hematopoiéticos 

(KITAMURA, 1989; GALLI,1990) e foram descritas pela primeira vez por 

EHRLICH (1877; 1878) em tecido conjuntivo com base nas propriedades 

metacromáticas de coloração de seus grânulos basofílicos (GALLI, 1990). Podem 

ser encontrados em qualquer região do corpo dos vertebrados e em todas as 

espécies, com raras exceções.

As primeiras evidências das funções dos mastócitos surgiram sómente 

com os trabalhos de JORPES et al.(1937) que demonstraram as primeiras 

evidências de que os mesmos continham heparina, evidência essa que foi 

posteriormente confirmada por vários pesquisadores (BENDITT et al.,1956; 

SCEfíLLER & DORFMAN,1959; BLOOM & RINGERTZ,1960; PAREKH & 

GLICK,1962; SCHILLER,1963). Vários anos depois foi demonstrado que 

essas células contêm em seus grânulos a grande maioria da histamina corporal 

(RILEY & WEST, 1953; FAWCETT, 1954; METCALFE et al.,1981). Por outro 

lado, WEINREICH (1985) demonstrou por comparação entre camundongos 

normais e deficientes em mastócitos, que mais de 90% da histamina do SCG está 

associada aos mastócitos.
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A demonstração da presença de histamina deu uma nova direção na 

busca do papel fisiológico dos mastócitos nos vertebrados, uma vez que foi 

descoberto que a histamina é um dos mediadores da alergia aguda ou reação 

anafilática. A presença de 5-HT também tem sido demonstrada nos mastócitos e 

mastocitomas de ratos e camundongos (BENDITT et al., 1955a; 1963).

Os mastócitos, juntamente com os basófilos encontrados no 

compartimento vascular, apresentam um citoplasma usualmente cheio de grânulos 

ricos em mediadores químicos importantes para os processos imunológicos 

alérgicos e inflamatórios. Esses mediadores são liberados para o interstício por 

estímulos imunológicos ou experimentais (HOLGATE et al.,1988). Dessa forma, 

os mastócitos representam uma fonte rica de uma variedade de potentes 

mediadores biologicamente ativos, alguns dos quais são estocados nos grânulos 

citoplasmáticos e outros que são gerados após estimulação apropriada dessas 

células (SCHWARTZ & AUSTEN,1984; GALLI & LICHTENSTEIN,1988; 

STEAD et al.,1990).

Em todas as espécies de mamíferos, os mastócitos expressam 

receptores na membrana plasmática do tipo FCeRI que se ligam, com 

especificidade e grande afinidade, à porção Fc do anticorpo IgE, uma 

imunoglobulina monomérica típica, que consiste de duas cadeias pesadas e 

duas leves (CONRAD et al.,1975; METZGER et al.,1986; KINNET,1989; 

RIVERA,1993). Esses receptores, que são moléculas glicoproteicas, têm um 

papel central nas doenças alérgicas por mediarem a secreção celular após a 

exposição ao agente alérgeno. Contudo, a ligação do antígeno manomérico IgE 

ao mastócito, por si mesma, não leva a ativação celular. Mas, quando ocorre a 

ligação cruzada por anti-IgE ou por um antígeno específico, IgE induz a 

desgranulação dos mastócitos, através da agregação dos receptores FCe 

(ISHIZAKA et al.,1972; SCHLESSINGER et al.,1976; SEGAL et al.,1977). 

Assim, após a sensibilização ativa, ou passiva com IgE de um animal já 
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sensibilizado, a exposição ao antígeno específico leva os mastócitos a sofrerem 

uma série de alterações exocitóticas não citolíticas, bioquímicas e estruturais 

(KALINER,1977; GALLI et al.,1984; SCHWARTZ & AUSTEN,1984; 

ISHIZAKA & ISHIZAKA,1984; METZGER et al.,1986; ISHIZAKA,1988), que 

resultam na exposição dos grânulos citoplasmáticos ao meio externo ou na 

desintegração da membrana plasmática dos mesmos, com consequente liberação 

de seus conteúdos para o meio exterior. Esse processo exocitótico leva a três 

respostas : (1) exocitose de grânulos secretários contendo histamina e outros 

mediadores pré-formados da hipersensibilidade imediata (heparina, 

proteogliconas sulfatadas e algumas proteinases); (2) síntese “de novo” e 

liberação de mediadores eicosanóides, tais como prostaglandinas (PGs) e 

leucotrienos (LTs) (JACKSON ROBERTS II et al.,1979; SCHWARTZ & 

AUSTEN,1984; OKANO et al.,1985); (3) síntese e secreção de citocinas 

(GORDON et al.,1990). A maioria das citocinas secretadas pelos mastócitos 

representam as proteinas recém-sintetizadas e, dessa forma, aparecem várias 

horas após a estimulação. Contudo, tem sido recentemente reportado que o TNFa 

além de se encontrar entre aquelas proteinas recém sintetizadas, também se 

encontra pré-formado e estocado nos grânulos secretários, de modo que essa 

citocina aparece dentro de minutos (YOUNG et al.,1987; RICHARDS et 

al.,1988; STEFFEN et al.,1989; PLAUT et al.,1989; WODNAR-FILIPOWICZ 

et al.,1989; BURD et al.,1989; GORDON & GALLI, 1990; GORDON et 

al.,1990; GALLI et al.,1991; GORDON & GALLI, 1991).

Dessa forma, quando o antígeno sensibilizante entra em contacto com 

os mastócitos, ele se liga a membrana reagindo com o anticorpo. Isso por sua 

vez, produz um sinal que provoca a desgranulação do mastócito e a síntese de 

várias moléculas bioativas a partir da porção lipídica de sua membrana. A mistura 

de mediadores estocados nos grânulos (histamina, enzimas, fatores 

quimiotáticos,etc) e mediadores recém-sintetizados (metabólitos lipídicos :PGs, 
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LTs, PAF, etc) atuam em uma variedade de células efetoras, resultando numa 

constelação de efeitos que caracterizam a reação alérgica (METCALFE et 

al.,1981).

A desgranulação de mastócitos humanos pode ser induzida por uma 

variedade de secretagogos imunológicos e não-imunológicos, bem como por 

uma larga variedade de neurotransmissores ou neuromoduladores endógenos 

(PEARCE, 1982a; LAGUNOFF et al.,1983; WASSERMAN,1984; 

COCHRANE,1985; ROSENGARD et al.,1986; WHITE,1993). O mais bem 

estudado é a IgE, entretanto, numerosos outros agentes de importância potencial 

em doenças humanas, também podem causar a desgranulação de mastócitos. 

Opióides, tais como a morfina, causam desgranulação de mastócitos cutâneos, 

através de um receptor sensível à naloxona (LAGUNOFF et al.,1983; CASALE 

et al.,1984). A hipóxia, também pode induzir a desgranulação (HAAS & 

BERGOFSKU,1972) potencialmente recrutando a participação dos mastócitos 

em situações de hipóxia. Vários sub-produtos do complemento, como C5a, C4a 

e C3a, causam a desgranulação mediada por receptor (COCHRANE & 

MULLER-EBERHARD,1968; GORSKI et al.,1979) e assim podem ser capazes 

de recrutar a participação dos mastócitos em doenças imunes complexas. Certas 

drogas, como os antibióticos polimixina B e anfoterexina B, os bloqueadores 

neuro-musculares D-tubocurarina e succinilcolina, e meio de contraste iodado 

(METCALFE et al.,1981) são também capazes de induzir a desgranulação dos 

mastócitos. Secretagogos de interesse na pesquisa incluem o composto 48/80 

(MOTA et al.,1953; NORTON,1954; FAWCETT, 1954; 1955; RILEY & 

WEST,1955; SMITH,1963; SINGLETON & CLARCK,1965; OLSSON,1966; 

RÕHLICH et al.,1971; MORRISON & HENSON,1978; LAGUNOFF et 

al.,1983), concavalina A, a qual faz a ligação cruzada da IgE (MARGO, 1974), o 

composto cálcio ionoforo A23187, o qual induz a secreção dos mastócitos por 

aumentar o transporte de Campara o interior da célula (FOREMAN et al.,1973;
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COCHRANE & DOUGLAS, 1974; JOHANSEN,1978; LAGUNOFF et al.,1983). 

Certos estímulos físicos, como calor, luz, frio, vibração e pressão, também 

podem causar a desgranulação dos mastócitos (KAPLAN,1983; C AS ALE 

et al.,1986; HUSTON et al.,1986; KEAHEY et al.,1987; JOAD & 

CASALE,1988). Contudo, nesses casos, o mecanismo preciso ainda não foi 

esclarecido. Finalmente, dois grupos de secretagogos derivados das células 

inflamatórias são de interesse, os fatores liberadores da histamina (HFR) e os 

neuropeptídeos.

Os neuropeptídeos constituem o mais recente grupo conhecido de 

neurotransmissores presentes tanto no CNS como nos nervos periféricos. Na 

pele, neuropeptídeos tais como substancia P, neurocinina A, somatostatina, 

neurotensina e o CGRP são encontrados em nervos sensoriais nas proximidades 

de superfícies epiteliais, vasos sanguíneos e glândulas (CUELLO et al.,1978; 

DALSGAARD et al.,1983; HARTSCHUH et al.,1983; LANDIS & 

FREDIEU, 1986).

Os neuropetídeos causam permeabilidade vascular, contração da 

musculatura lisa, e ativação de leucócitos e macrófagos (HARTUNG et al.,1986; 

PAYAN & GOETZL,1987; SERTL et al.,1988). A injeção intradérmica de 

substancia P, CGRP, somatostatina, VIP ou neurotensina na pele humana induz a 

reação tríplice de Lewis (FOREMAN & JORDAN,1983; PIOTROWSKI & 

FOREMAN, 1986; FULLER et al., 1987b), enquanto que a substancia P tem sido 

liberada durante a inflamação aguda na pele de rato (WHITE & 

HELME,1985; HELME et al.,1986; YONEHARA et al.,1987).

Assim, em adição à ativação mediada pela interação antígeno- 

anticorpo, os mastócitos em certos tecidos também podem ser estimulados a 

liberar histamina pelo NGF (BRUNI et al.,1982; PEARCE & 

THOMPSON, 1986) e por vários neuropeptídeos, tais como a substancia P 

(FEWTRELL et al.,1982; LAWRENCE et al.,1987), neurotensina (ROSSIE & 



80

MILLER,1982), VIP (FJELLNER & HAGERMARK,1981) e o CGRP 

(FOREMAN,1987). Contudo, a responsividade dos mastócitos aos vários 

secretagogos é dependente do tecido de origem (BIENNESTOCK et al.,1982; 

PEARCE & THOMPSON, 1986; LAWRENCE et al.,1987).

A desgranulação dos mastócitos neurais e a liberação de seus 

componentes ativos podem também, ocorrer em certas condições patológicas dos 

nervos periféricos. De fato, a desgranulação dos mastócitos tem sido observada 

no sítio primário da lesão em nervo ciático seccionado de rato (ENERBÃCK et 

al.,1965; OLSSON,1967). Em outros tecidos de rato, também tem sido 

demonstrado que a desgranulação dos mastócitos induzida experimentalmente é 

seguida por vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular a soro- 

proteinas, que são características do processo inflamatório agudo (BENDITT et 

al., 1955b; ROWLEY & BENDITT, 1956). Essas reações têm sido atribuídas, em 

parte, a liberação de aminas biogênicas, primeiro, porque elas podem ser 

suprimidas por anti-histamínicos e por antagonistas da 5-HT (SPECTOR & 

WDLLOUGHBY, 1963; 1964), e segundo, porque reações vasculares 

semelhantes podem ser produzidas experimentalmente pela injeção de histamina 

e 5-HT (MAJNO & PALADE,1961). É assim possível que as aminas biogênicas 

liberadas dos mastócitos neurais participem do desenvolvimento do edema que 

ocorre em algumas condições patológicas dos nervos periféricos.

Os mastócitos não constituem uma população homogenea 

(ENERBÃCK, 1974; MILLER, 1980; DIMLICH et al.,1980; KALINER, 

1980; BIENENSTOCK et al.,1982; 1983; PEARCE, 1982b; 1986; 

METCALFE, 1983; BARRETT & METCALFE, 1984; LAWRENCE et al., 

1987; SCHWARTZ, 1993). Já em 1895 HARDY & WESTBROOK publicavam o 

que, possivelmente, foi a primeira documentação de diferentes tipos de 

mastócitos. Populações de mastócitos em diferentes órgãos, e mesmo em 

diferentes regiões do mesmo órgão, podem exibir significante heterogeneidade 
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em múltiplos aspectos de fenótipo, incluindo morfologia, conteúdo de mediadores 

(variação quantitativa e provavelmente, qualitativa, tanto em relação aos 

mediadores estocados como nos padrões dos mediadores recém-sintetizados, 

elaborados em resposta a estimulação), sensibilidade a estimulação por vários 

secretagogos e respostas a citocinas e agentes farmacológicos (OLSSON,1966; 

ENERBÃCK, 1986; GALLI & LICHTENSTEIN,1988; KITAMURA,1989; 

SCHWARTZ,1989; STEVENS & AUSTEN,1989; GALLI, 1990). Essa 

diferenciação foi definitivamente estabelecida com os trabalhos de ENERBÃCK 

(1986) que estabeleceram critérios para diferenciação dos mastócitos de ratos em 

dois tipos : atípicos ou da mucosa (MMC) encontrados na lâmina própria 

intestinal, e mastócitos do tecido conjuntivo (MCTC), encontrados na pele, na 

cavidade peritoneal e em outros locais.

Tais mastócitos, diferem não apenas nas características morfológicas e 

histológicas, mas também nos critérios bioquímicos e funcionais relacionadas 

com a inflamação e a imunidade (ENERBÃCK, 1986; MILLER et al.,1989). 

Experimentos realizados com camundongos indicam que as características 

fenotípicas das populações de mastócitos podem mudar, algumas vezes 

reversivelmente, em resposta a alterações no meio (KITAMURA,1989; 

GALLI,1990). Essa plasticidade fenotípica pode permitir a essas células 

responder a mudanças no meio produzidas por doenças ou respostas 

imunológicas.

Vale salientar que essa classificação dos mastócitos em dois tipos não 

é nem completa nem claramente discriminatória, e outros tipos de mastócitos, que 

não se enquadram em nenhuma das duas categorias, já são descritos 

(ALDENBORG & ENERBÃCK, 1988; WERSHIL & GALLI, 1991). Também 

no homem, os mastócitos apresentam variedade (STROBEL et al.,1981; 

DVORAK, 1993). O uso de anticorpo especifico contra as proteases neutras, 

triptase e quimase, dos mastócitos (SCHWARTZ,1985; IRANI et al.,1986; 1989) 
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tem demonstrado que, do ponto de vista imunocitoquímico, os mastócitos podem 

ser divididos em pelo menos duas subpopulações. A maioria dos mastócitos do 

pulmão e mucosa intestinal contêm sómente triptase (MCT), enquanto aqueles da 

pele e da submucosa intestinal contêm tanto triptase como quimase (MCTC) 

(IRANI et al.,1986). Dessa forma, diferenças têm sido catalogadas no que diz 

respeito à ultraestrutura dos grânulos citoplasmáticos, propriedades 

histoquímicas, conteúdo dos grânulos (IRANI et al.,1986; CRAIG et al.,1986; 

SCHECHTER et al.,1990; GALLI,1990), sensibilidade à estimulação com vários 

secretagogos (CHURCH et al.,1982; LAWRENCE et al.,1987; BENYON et 

al., 1987a; UNDEM et al.,1990), e susceptibilidade a drogas (PEARCE et 

al.,1974; TING et al.,1983; FLINT et al.,1985; BEFUS et al.,1987; CHURCH & 

HIROI,1987).

10. ANS E HIPERTENSÃO

A notável estabilidade da pressão sanguínea, preservando a todo 

momento uma perfusão adequada dos órgãos vitais, de acordo com suas 

respectivas necessidades metabólicas, é conhecida como sendo, em grande parte, 

dependente do controle autonômico sobre o sistema cardiovascular.

O controle do sistema cardiovascular pelo sistema nervoso 

simpático, tem sido postulado desde o século passado quando CLAUDE 

BERNARD (1851) observou que a secção da cadeia simpática cervical 

provocava uma vasodilatação dos vasos sanguíneos da face. Logo depois, 

BROWN-SÉQUARD (1854) demonstrou que a estimulação da cadeia simpática 

cervical produzia uma vasoconstricção desses mesmos vasos.

A regulação autonômica da pressão sanguínea é realizada por meio de 

um mecanismo de feedback negativo, através de um complexo arco-reflexo 
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(EDIS & SHEPHERD,1970). Clássicamente, o seio carotídeo, o arco aórtico 

e outros grandes vasos são reconhecidos como sendo os principais sítios 

barrosensoriais do sistema cardiovascular. Esses barroreceptores são ativados por 

distensão vascular local, como resultado de um aumento na pressão intra-arterial, 

e essa informação, através de um sistema de fibras aferentes, é levada aos centros 

vasomotor e cardiomodulador da medula oblongata. Esses centros, são também 

influenciados ou modulados por centros altamente integrativos localizados no 

hipotálamo, no sistema límbico e na córtex. Essas várias entradas, por sua vez, 

são integradas nos centros cardio vasculares e servem para reajustar 

continuamente o tônus do sistema cardiovascular periférico pela rede 

eferente de fibras autonômicas.

O componente eferente parassimpático do ANS, constituído por uma 

rede de fibras inibitórias colinérgicas, se distribui principalmente ao coração, 

embora também o faça para alguns territórios vasculares não muito significantes. 

Ao contrário, o componente simpático eferente está mais dinâmicamente ligado 

ao sistema periférico vascular por um denso plexo de fibras adrenérgicas 

distribuídas ao coração e a todas as redes vasculares, com exceção dos vasos 

intracerebrais. (NORBERG,1967; BURNSTOCK et al.,1970). As pequenas 

arteríolas, que são cruciais para a homeostase da pressão sanguínea 

(MELLANDER & JOHANSSON,1968), são o segmento mais densamente 

inervado da arvore vascular. Em adição a essa rede de fibras, o sistema simpático 

é também responsável pelo controle da secreção de catecolaminas, pela medula 

adrenal (MALMEJAC,1964). Assim, uma vez que o coração e os vasos 

sanguíneos contêm receptores específicos para as catecolaminas 

(AHLQUIST, 1948), essas estruturas podem ser influenciadas tanto pela 

NE liberada pelas terminações nervosas simpáticas, como pelas catecolaminas 

liberadas pela medula adrenal.

A possível participação de um componente neural na hipertensão 
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parece ser suportado por evidências obtidas, principalmente, por bases 

morfológicas, mas também por bases farmacológicas. Nas células do SCG de 

ratos espontaneamente hipertensos (Spontaneous Hypertensive Rats, SHR), foi 

observado um aumento no tamanho celular e nuclear (MATSUMOTO, 1966), 

bem como na razão dimensional das ilhotas que estocam a NE na medula adrenal 

(TABEI,1966). Por outro lado, OKAMOTO et al.(1966a) demonstraram que a 

resposta a certas drogas autonômicas são de alguma forma diferente 

daquelas dos controles. Trabalhos desenvolvidos por esses mesmos autores, 

permitiram concluir que o aumento na descarga vasoconstrictora simpática, 

originada no tronco cerebral, constitui um importante fator na patogênese ou no 

mínimo, na manutenção da hipertensão nos SHR.

Dessa forma, a contribuição de mecanismos adrenérgicos para a 

homeostase da pressão arterial normal, bem como para a etiologia e a 

manutenção de várias formas de hipertensão é plausível, considerando-se a 

presença de fibras noradrenérgicas em vários pontos críticos ao longo do arco 

reflexo cardiovascular, como sugerido por várias linhas de pesquisa (REIS & 

FUXE,1968; BOLME et al.,1972; FUXE et al.,1975).

Numerosas fibras noradrenérgicas têm sido demonstrados ao nível dos 

barroreceptores (REIS & FUXE, 1968), sendo postulado que tais fibras poderíam 

modular a sensibilidade dos mesmos. No CNS, os centros cardiomodulador e 

vasomotor, bem como o como intermédio lateral da medula espinhal, são 

encontrados como sendo intensamente inervados por fibras 

noradrenérgicas (BOLME et al.,1972). Fibras adrenérgicas também têm sido 

descobertas em íntima associação com centros cardiovasculares (FUXE et 

al.,1975). Na periferia, a maioria das fibras pós-ganglionares simpáticas têm sido 

descritas como sendo noradrenérgicas (NORBERG,1967), enquanto foi 

encontrado que a medula adrenal contribui significativamente para o nível das 

catecolaminas circulantes. Assim, é razoável a suposição de que uma variedade 
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de disíunções nos mecanismos adrenérgicos, ocorrendo em vários pontos, ao 

longo do arco reflexo cardiovascular, possa resultar num prejuízo do mecanismo 

regulatório da pressão, levando ao desenvolvimento da hipertensão.

O importante papel das fibras simpáticas e da medula adrenal na 

manutenção da homeostase da pressão sanguínea tem sido determinado por 

vários pesquisadores (DE CHAMPLAIN & NODEAU,1971; GAUTHEER et 

al.,1972; DE CHAMPLAIN & VAN AMERINGER,1972), que demonstraram 

que na ausência desses componentes simpáticos, as funções cardiovasculares 

não são sustentadas em níveis viáveis, indicando assim a importância do 

sistema simpático para a manutenção dessas funções. Estudos similares 

realizados em ratos hipertensos, demostraram também que não só as fibras 

simpáticas, mas também a medula adrenal são essenciais para a manutenção da 

hipertensão. Nesse caso, uma vez que a remoção de ambos os componentes do 

sistema simpático resultou numa marcada queda da pressão sanguínea para os 

mesmos níveis basais de ratos normotensos, tais trabalhos permitiram concluir 

que os elevados níveis de pressão sanguínea nesses ratos são mantidos, 

principalmente, por uma hiperatividade sinérgica desses dois componentes 

(DE CHAMPLAIN & VAN AMERINGER, 1972).

A utilização de várias formas de hipertensão experimental tem 

permitido uma visão mais aproximada da função do sistema simpático central e 

periférico sob condições fisiológicas e patológicas. Desses estudos, pode ser 

concluído que vários tipos de disíunções adrenérgicas podem ser iniciadas por 

diferentes fatores. Todos esses fatores, de naturezas aparentemente diferentes, 

podem influenciar a atividade do sistema nervoso simpático, tanto por uma ação 

direta na periferia, como indiretamente, através de um mecanismo central. 

Vários fatores são postulados para a etiologia da hipertensão humana e é 

provável que muitos deles sejam responsáveis pelo desenvolvimento e 

manutenção da hipertensão aumentando direta ou indiretamente a atividade do 
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sistema simpático. Dessa forma, parece possivel que o sistema nervoso simpático 

possa servir como uma via comum para uma variedade de fatores etiológicos. 

Entretanto, o papel do sistema nervoso simpático no desenvolvimento e na 

manutenção da hipertensão em SHR permanece controverso.

Muitos estudos sugerem que a atividade simpática é normal ou mesmo 

baixa em SHR. A grande maioria desses estudos, indiretamente procuraram 

avaliar a atividade simpática pela medida do tumover de catecolaminas em 

órgãos inervados (LOUIS et al., 1968; 1970; NAKAMURA et al.,1971; 

SJOERDSMA,1972; KAZUO,1973) ou pela medida das concentrações 

plasmáticas ou urinárias de catecolaminas ou proteínas liberadas pelas 

terminações nervosas simpáticas (NAGATSU et al.,1971; ROIZEN et al.,1975).

Por outro lado, várias linhas de evidências sugerem que a 

atividade de nervos simpáticos é mais alta nesses ratos (SHR) que em controles 

normotensos. Muitos desses estudos têm demonstrado, indiretamente, elevada 

atividade simpática em SHR, através da demonstração de que a abolição 

farmacológica ou cirúrgica da atividade nervosa simpática resulta na redução da 

pressão sanguínea (OKAMOTO et al., 1966b; YAMORI et al.,1972; 

NOSAKA,1973; IRIUCHIJIMA,1973; NUMAO & IRIUCHIJIMA,1974; 

IRIUCHIJIMA et al.,1975). Nesse contexto, vários pesquisadores também 

demonstraram que a simpatectomia imunológica, ou química em SHR jovens, 

inibe a subsequente elevação da pressão sanguínea (FOLKOW et al.,1972; 

VAPAATALO et al., 1974; FINCH, 1975; PROVOOST & DE JONG, 1976). Em 

adição, o desenvolvimento de hipertensão em SHR é retardada pela destruição 

neonatal dos nervos simpáticos (SMIRK,1970; FOLKOW et al.,1972), dessa 

forma, implicando a hiperatividade crônica do sistema nervoso simpático, como 

um fator etiológico no desenvolvimento da alta pressão arterial. Por outro lado, 

HALLBACK & FOLKOW (1974) demonstraram que SHR, respondem à tensão 

ambiental com um grande aumento na pressão sanguínea, quando 
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comparados com os controles (ratos Wistar-Kyoto). Também foi observado que 

após a aplicação de hexametônio, o registro da atividade elétrica pré-ganglionar 

em SHR foi maior que aquela da linhagem normotensa. Tal fato sugere que a 

hiperatividade e a hiperresponsividade em SHR ocorre, pelos menos em parte, 

dentro do sistema nervoso (MORRISON & WHITEHORN,1984).

Um largo corpo de evidências têm sido coletadas nos últimos anos, 

implicando uma aumentada atividade nervosa simpática basal e 

ambientalmente evocada, no desenvolvimento e na manutenção da hipertensão 

observada em modelos animais experimentais, tais como os SHR, bem como na 

própria hipertensão essencial (JUDY et al.,1976; TOUW et al.,1980; 

FROHLICH,1982; SCHRAMM & CHRONOBY,1982). Por outro lado, JUDY et 

al.(1976) demonstraram que o sistema nervoso simpático tem um papel 

importante no desenvolvimento e na manutenção da hipertensão em SHR, e que 

centros simpáticos, desinibidos por barroreceptores aferentes, tomam-se ativos 

durante o desenvolvimento da hipertensão nesses animais.

Em suporte a essa hipótese, niveis aumentados de catecolaminas 

sanguíneas e aumentada atividade dopamina-P-hidroxilase (ROIZEN et al.,1975), 

aumentada resposta da atividade nervosa simpática à estimulação hipotalâmica 

(JUDY et al.,1976; JUSKEVICH et al.,1978; TAKEDA & BUNÃG,1978; 

THOREN & RICKSTEN,1979; SCHRAMM & BARTON,1979; 

FOLKOW,1982), níveis aumentados de nucleotídeos cíclicos em gânglios 

simpáticos (ARIANO & KENNY,1987), hiperatividade simpática ao estímulo 

estressante (LUNDIN & THOREN, 1982; KOEPKE et al.,1987) e registros 

diretos de uma exagerada atividade nervosa simpática basal (JUDY et al.,1976; 

SCHRAMM & CHRONOBY,1982), bem como a hiperexcitabilidade simpática 

(McCARTY et al.,1978; TAKEDA & BUNAG,1978; SCHRAMM & 

BARTON,1979; KVETNANSKY et al.,1979) têm sido reportada em SHR.

Além disso, uma alteração intrínseca na membrana, que resulta na 
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perda de acomodação de spikes, tem sido observada em neurônios do SCG de 

SHR, e essa excitabilidade neuronal aumentada tem sido sugerida como 

estando envolvida na elevação da atividade nervosa simpática (YAROWSKY & 

WEINREICH, 1985; JUBELIN & KANN AN, 1990). Altemativamente, a 

elevação da atividade neuronal simpática pode ser a manifestação de uma 

modificação na transmissão sináptica. Tal modificação tem sido observada na 

junção neuroefetora simpática de SHR, onde existe uma hiperresponsividade e 

um aumento na liberação de NE induzida pela estimulação (EKAS Jr. & 

LOKHANDWALA,1981; WESTFALL & MELDRUM,1985), além de uma 

exagerada sensibilidade para essa catecolamina em músculos arteriais 

(HERMSMEYER,1976). Também, uma transmissão aumentada com 

frequências fisiológicas da atividade nervosa pré-ganglionar e uma habilidade 

prejudicada para transmitir altas frequências de atividade pré-ganglionar têm sido 

observada em SCGs isolados de SHR (MAGEE & SCHOFIELD,1992). Por 

outro lado, alterações na concentração e no tumover de catecolaminas em muitas 

áreas cardiovasculares centrais e em gânglios simpáticos também têm sido 

observados nesses animais (SAAVEDRA et al.,1978; LUTOLD et al.,1979; 

ARIANO & KENNY,1987; HENLEY & BELLUSH,1989). Assim, parece que 

as funções simpáticas pós- e pré-sinápticas estão alteradas nesse modelo de 

hipertensão. Atividade simpática pré-ganglionar aumentada tem sido demonstrada 

em SHR (MORRISON & WHITEHORN, 1984), e também que os neurônios pós- 

ganglionares no SCG apresentam uma excitabilidade aumentada à estimulação 

intracelular (YAROWSKI et al.,1981).

Dessa forma, alterações sinápticas no sistema nervoso simpático de 

SHR pode também ter um significante papel na elevação da atividade neuronal 

simpática. Trabalhos desenvolvidos por MAGEE & SCHOFIELD (1992) 

demonstraram uma exagerada atividade nervosa simpática na patogênese da 

hipertensão no modelo de SHR e revelaram que uma alteração da transmissão 
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sináptica pode participar na geração da exagerada atividade nervosa, 

frequentemente observada nesses ratos. Esses mesmos autores, também 

demonstraram que essa exagerada atividade nervosa, parece resultar de uma 

elevação no conteúdo quantal do EPSP mais do que um aumento no tamanho 

quantal (MAGEE & SCHOFIELD,1994), e que a neurotransmissão alterada 

observada nos gânglios desses ratos não resulta de uma modificação da 

responsividade da membrana pós-sináptica à ACh (MAGEE & 

SCHOFIELD,1995).

Em adição, existem evidências de que a disfunção dos neurônios 

adrenérgicos centrais (YAMORI et al.,1970; CHALMERS,1975; DE 

CHAMPLAIN et al.,1977; SAAVEDRA et al.,1978) e o sistema nervoso 

simpático periférico (DE CHAMPLAIN et al.,1969; NAGAOKA & 

LOVENBERG,1976; GROBECKER et al.,1975; 1977) estão implicados no 

desenvolvimento e na manutenção da hipertensão espontânea.

Trabalhos desenvolvidos por PALERMO et al.(1981) mostraram que 

níveis plasmáticos de NE estavam mais elevados nos ratos hipertensos e que um 

aumento no número de receptores ccj e CC2 se verificava no hipotálamo e no tronco 

cerebral, respectivamente. Tais mudanças no número de receptores em SHR, 

sugerem uma estimulação aumentada no centro vasomotor, de modo que o 

aumento na atividade simpática periférica, traduzida pelo aumento nos níveis 

plasmáticos de NE, é provávelmente secundária a disfunção dos neurônios 

simpáticos centrais que se projetam para o centro vasomotor do tronco cerebral.



90

OBJETIVOS

O presente trabalho de Tese consiste de três projetos separados, mas 

interrelacionados com a plasticidade no ANS. Especificamente, tais projetos 

dizem respeito a mudanças na transmissão sináptica ganglionar produzidas por 

estímulos imunológicos, farmacológicos e fisio-patológicos.

De acordo com a literatura, tem sido demonstrado que seguindo-se ao 

choque antigênico, em gânglios sensibilizados ativamente, ocorrem alterações 

eletrofisiológicas na transmissão ganglionar que podem perdurar desde alguns 

segundos até dezenas de minutos. Também tem sido demonstrado que tais 

alterações parecem decorrer da ação de autacóides neuroativos liberados pelos 

mastócitos ganglionares, quando de sua ativação. Baseado nesses dados, 

resolveu-se investigar se essas alterações refletem mudanças na função neural 

forjada pelo processo de sensibilização ativa, ou se a sobreposição da alça do 

sistema imune levaria a observação dos mesmos resultados. Dessa forma, no 

primeiro projeto se comparou as mudanças eletrofisiológicas que ocorrem na 

transmissão ganglionar, em resposta ao choque antigênico após a sensibilização 

ativa e passiva.

Sabendo-se que após o choque antigênico ocorre a liberação de vários 

autacóides neuroativos, dentre eles a histamina, metabólitos do ácido aracdônico, 

além de citocinas e peptídeos, resolveu-se investigar o papel de alguns desses 

mediadores inflamatórios, na tentativa de se demonstrar o possível ou possíveis 

mediadores responsáveis pelas mudanças eletrofisiológicas que ocorrem no 

gânglio durante o choque antigênico, o que é estudado no segundo projeto.

A literatura também tem demonstrado que durante o estado 

hipertensivo se observa uma exagerada atividade basal do ANS, além de uma 

super-excitabilidade dos neurônios pós-ganglionares. Baseado nessas 

informações, no terceiro projeto, se investiga as possíveis alterações 



91

eletrofísiológicas produzidas pelo estado hipertensivo na transmissão sináptica 

ganglionar.



92

CAPITULOU

COMPARAÇÕES DAS 
ALTERAÇÕES 

ELETROFISIOL ÓGICAS

INDUZIDAS PELO CHOQUE 
ANTIGÊNICO NO GÂNGLIO

CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE

COBAIO SENSIBILIZADO A TIVA E

PASSIVAMENTE



93

1. INTRODUÇÃO

Interação do antígeno com anticorpos ligados aos mastócitos e a 

consequente liberação de mediadores inflamatórios, são geralmente imaginados 

como sendo os eventos chaves na resposta alérgica. Embora nossos 

conhecimentos a respeito do mecanismo da ativação dos mastócitos esteja 

progredindo rapidamente, pouco ainda é conhecido a cêrca dos efeitos 

neurofísiológicos dessa ativação em vários tecidos nos quais os mastócitos 

residem.

Gânglios autonômicos são de particular interesse neste sentido, porque 

estão dotados de um largo conteúdo de mastócitos (OLSSON, 1968; 

WEINREICH, 1985) e representam o controle chave do tônus autonômico. Além 

disso, gânglios simpáticos, especialmente o SCG, participam da fase tardia da 

inflamação pulmonar subsequente a indução da reação anafilática (MATHISON 

et al.,1994). Assim, a despeito da conhecida presença de mastócitos nos gânglios 

autonômicos e o papel dos mesmos na anafilaxia, suas funções imunofísiológicas 

nos gânglios autonômicos permanecem enigmáticas.

Trabalhos desenvolvidos por WEINREICH et al.(1995), no sentido de 

estudar essa interação funcional, revelaram que mastócitos presentes no SCG de 

cobaios sensibilizados ativamente, respondem com especificidade ao antígeno 

sensibilizante. Tal resposta se caracteriza pela liberação de uma larga variedade 

de autacóides neuroativos, pré-formados e recém-sintetizados, incluindo a 

histamina e os metabólitos do ácido aracdônico, como as prostaglandinas 

(PGE2, PGD2, 9,lip- PGF2, PGF2a e TxB2) e os leucotrienos (LTC4) 

(WEINREICH & UNDEM,1987; CHRISTIAN et al.,1989; UNDEM et al.,1990; 

WEINREICH et al.,1992; LEAL-CARDOSO,1993). Concomitantemente, o 

número de mastócitos corados pelo azul de toluidina no gânglio é 

significativamente reduzido (WEINREICH & UNDEM, 1987; LEAL-
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CARDOSO, 1993).

Acompanhando essas mudanças histoquímicas e bioquímicas, o choque 

antigênico também produz mudanças na eletrofisiologia dos neurônios 

ganglionares, tais como a despolarização da membrana e aumento da impedância 

de entrada da membrana (CHRISTIAN et al.,1989; CHRISTIAN & 

WEINREICH, 1992; WEINREICH et al.,1992; LEAL-CARDOSO,1993).

Dessa forma, a liberação desses mediadores é seguida por mudanças 

fisiológicas na função ganglionar que podem variar desde um aumento transitório 

(minutos) na excitabilidade neuronal (CHRISTIAN et al.,1989) até um profundo 

e duradouro (horas) aumento na eficência sináptica nicotínica (WEINREICH & 

UNDEM.1987; WEINREICH et al.,1995).

Essa forma de plasticidade sináptica independente de ativação quando 

tem um efeito de longa duração (mais de 30 minutos) tem sido chamada de 

Potenciação de Longa Duração Induzida pelo Antígeno (Antigen-Induced Long- 

Term Potentiation, A-LTP) (WEINREICH et al.,1995). Esta assemelha-se à 

Potenciação de Longa Duração Neurogênica (Neurogenic Long-Term 

Potentiation, N-LTP) registrada em gânglios simpáticos de ratos (DUNANT 

& DOLIVO,1968; DUNANT, 1969; BROWN & McAFEE,1982; BRIGGS 

et al.,1985a,b; BRIGGS, 1995), de sapos (KUMAMOTO & KUBA, 1983b; 

KOYANO et al.,1985), de gatos (BACHOO & POLOSA, 1986; 1991), de cobaios 

(DUN & MINOTA,1981; DUN et al.,1984; WEINREICH et al.,1995) e de 

coelhos (LIBET & TOSAKA,1970; LIBET et al.,1975; KOBAYASHI et 

al.,1978), e é comparável a N-LTP de outras sinapses periféricas 

(DOLPHIN,1985) e de sinapses centrais (LANDFEELD & 

DEADWYLER,1988). Ambas as formas de mudanças de longa duração na 

plasticidade sináptica (N-LTP e A-LTP) podem coexistir no mesmo gânglio 

simpático, e o desenvolvimento de uma forma não impede a indução da outra.

Embora existam similaridades entre N-LTP e A-LTP, há uma diferença 
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clara entre os mecanismos de ação de cada uma delas. N-LTP é um processo 

dependente de atividade, requerendo um breve tétano pré-ganglionar para induzir 

um aumento sustentado na amplitude de uma resposta sináptica (LANDFIELD & 

DEADWYLER,1988). Ao contrário, a indução de A-LTP não é dependente de 

estimulação pré-sináptica, pois ela foi induzida mesmo quando a estimulação pré- 

sináptica foi sustada durante a superfusão do gânglio com o antígeno 

sensibilizante (WEINREICH et al.,1995). Assim, nem a neurosecreção nem a 

atividade evocada da transmissão ganglionar são necessárias para a indução da 

A-LTP.

Esse tipo de alteração de longa duração na transmissão sináptica que 

independe de atividade, também tem sido demonstrada pela aplicação exagerada 

de catecolaminas nos gânglios simpáticos (DUN et al.,1984; BRIGGS, 1995; 

KUBA & KUMAMOTO,1986), e pela rápida aplicação de peptídeos capazes 

de desgranular mastócitos, sobre neurônios de fatias hipocampais 

(CHERUBINI et al.,1987).

A liberação ganglionar, durante o choque antigênico, de mediadores 

com efeitos pronunciados sobre a eletrofisiologia neuronal, a qual é dependente 

da ativação dos mastócitos, sugere que estes têm um papel importante na 

integração entre as funções nervosas e imunológicas. O estudo desses efeitos é 

importante pois eles são presumivelmente a base da comunicação integrativa 

entre as funções neurais e imunes.

Contudo, ainda não se encontra esclarecido, se tais mudanças 

fisiológicas induzidas pelo antígeno, são secundárias ao anticorpo 

homocitotrópico gerado durante a sensibilização ativa, ou se as mesmas são 

atribuídas a resposta imune celular associada com a sensibilização ativa. Como se 

sabe, a sensibilização ativa requer as ações coordenadas de numerosas células,
r 

incluindo linfócitos que utilizam uma variedade de citocinas e seus receptores. E 

agora reconhecido que muitas das citocinas imunes são também expressas no 



96

tecido nervoso onde elas podem servir como fatores neurotróficos, regulando o 

crescimento, a sobrevivência, e a expressão gêmea neural (PATERSON,1994).

Assim, as mudanças eletrofisiológicas que se observa seguindo-se o 

choque antigênico em SCG de animais sensibilizados ativamente, podem refletir 

alterações na função neural forjada pelo processo de sensibilização ativa.

Além disso, mastócitos do ANS possuem muitas peculiaridades 

(UNDEM et al.,1990) e se encontram agrupados no espaço intersticial 

ganglionar, o qual forma uma barreira de proteção para macromoléculas (De 

PACE,1982). Tal fato toma, pois, questionável a hipótese da viabilidade da 

sensibilização passiva nesses gânglios.

Para elucidar se algum componente da resposta imune celular, 

específico da sensibilização ativa, pode contribuir para os efeitos 

eletrofisiológicos observados no presente estudo, gânglios de animais não- 

sensibilizados foram submetidos a protoclolos de sensibilização passiva in vivo e 

in vitro, e compararam-se as alterações eletrofisiológicas, bem como a liberação 

de histamina que seguem a apresentação do antígeno sensibilizante em SCGs de 

cobaios sensibilizados ativa e passivamente.

Nossos resultados mostram que é exequível a indução de sensibilização 

passiva e que as alterações eletrofisiológicas ligadas à transmissão ganglionar são 

semelhantes em gânglios tratados com ambos os processos de sensibilização, 

ativa e passiva.

2. MÉTODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados cobaios Hartley, machos, jovens e adultos (350-800 
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g), obtidos a partir da Buckberg Laboratories (Tomkins Cove, NY, USA) e 

mantidos no biotério local durante o período de experimentação.

Os animais foram mantidos em ambiente com ar condicionado, a uma 

temperatura constante de 23°C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas, 

submetidos a uma dieta normal e com livre acesso a água.

2.2. SENSIBILIZAÇÃO DOS ANIMAIS

2.2.1. Sensibilização Ativa

Cobaios machos, adultos, pesando entre 350 e 800 g, foram 

sensibilizados ativamente à albumina (chicken egg albumin, grau V; Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA), através da administração intraperitoneal de 

(chicken egg albumin, OVA; 10 mg/kg de peso corporal) em dias alternados, por 

6 dias. Vinte-e-hum a cinquenta dias após a última injeção, os animais foram 

sacrificados por asfixia com CO2 (Figura II-1) e ambos os SCGs, juntamente com 

seus troncos nervosos pré- e pós-ganglionares foram, então, dissecados.

2.2.2. Sensibilização Passiva

Cobaios machos, jovens, pesando entre 320 e 780 g, foram 

sensibilizados passivamente in vivo e in vitro à albumina (chicken egg albumin, 

grau V; Sigma Chemical Co.).

2.2.2.1 Sensibilização in vivo

Os animais foram injetados intraperitonealmente, durante 2 dias 
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consecutivos, com sôro (0,5 ml) de animais sensibilizados ativamente, e 

sacrificados por asfixia com CO2, entre o primeiro e o oitavo dia após a 

última injeção (Figura II-1), não havendo diferenças nos resultados, entre o 

primeiro e 0 oitavo dia. Imediatamente após o sacrifício, ambos os SCGs, 

juntamente com suas fibras pré- e pós-ganglionares foram, então, dissecados.

2.2.2.2. Sensibilização in vitro

Animais não sensibilizados foram sacrificados com CO2 (over-dose) e 

após a dissecação, ambos os SCGs foram imediatamente submersos em solução 

de Locke gelada (5°C) equilibrada continuamente com 95% de O2 e 5% de CO2. 

Após 1-2 horas eles foram, então, submersos em sôro (1-2 ml) de animais 

sensibilizados ativamente e estocados durante a noite (15-24 horas) no 

refrigerador (Figura II-1).

2.3. OBTENÇÃO DOS SÔROS E DOS CONTROLES

Sôro sensibilizado ou não-sensibilizado foram obtidos por 

centrifúgação do sangue de animais sensibilizados ou não-sensibilizados, 

respectivamente, durante 15 minutos a 2.000 RPM e estocados em alíquotas à - 

80°C.

Os controles foram obtidos usando-se gânglios de animais não- 

sensibilizados incubados em sôro (1-2 ml) de animais não-sensibilizados, 

utilizando-se o mesmo protocolo experimental.

Para se verificar a especificidade do antígeno, em gânglios 

sensibilizados à OVA, verificou-se a capacidade do albumina de sôro bovino 

(BSA) em produzir A-LTP.
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Em cada experimento um gânglio de cada animal foi usado para medir 

as mudanças eletrofisiológicas induzidas pelo antígeno, e o outro para medir a 

liberação de histamina.

2.4. ESTUDOS DA LIBERAÇÃO DE HISTAMINA

Os gânglios utilizados para a dosagem da liberação de histamina, foram 

expostos ao seguinte protocolo : (a) liberação espontânea : incubação em 

solução de Locke (500 pl) durante 15 minutos à 37 ± 1°C; (b) liberação 

induzida pelo antígeno : incubação em solução de Locke (500 pl) + OVA (10 

pg/ml) durante 15 minutos à 37 ± 1°C.

A histamina liberada bem como a histamina residual mantida no 

gânglio, foram calculadas como a percentagem do conteúdo histamínico total do 

gânglio (liberada + residual). O conteúdo residual foi determinado pela incubação 

do gânglio, durante 15 minutos, em 500 pl de ácido perclórico 0,4 N, em banho 

fervente.

A quantidade de histamina em alíquotas de 500 pl foi quantificada 

dentro de 72 horas de cada experimento, utilizando-se a fluometria automatizada, 

como descrito por SIRAGANLAN (1974), a qual tem seu limiar de sensibilidade 

(2 vezes o branco) em 10 picomoles/ml.

2.5. PREPARAÇÃO DOS TECIDOS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Após a dissecação, os gânglios foram imediatamente submersos em 

solução de Locke gelada (5°C), cuja composição em mM foi a seguinte : NaCl, 

136,0; KC1, 5,6; NaHCO3, 14,3; NaH2PO4, 1,2; CaCl2, 2,2; MgCL, 1,2;



FIGURA II-l. ESQUEMAS DE SENSIBILIZAÇÃO ATIVA E DE SENSIBILIZAÇÃO PASSIVA IN VIVO E IN VITRO 

Sensibilização ativa : administração intraperitoneal de ovalbumina (OVA; 10 mg/kg de peso corporal) em 3 dias alternados e 

sacrificados entre o vigésimo primeiro e quinquagésimo dia após a última injeção. Sensibilização passiva in vivo : 

administração intraperitoneal, durante 2 dias consecutivos, com sôro (0,5 ml) de animais sensibilizados ativamente e 

sacrificados entre o primeiro e o oitavo dia após a última injeção. Sensibilização passiva in vitro : animais não sensibilizados 

sacrificados e ambos os SCGs submersos em sôro (1-2 ml) de animais sensibilizados ativamente e estocados durante 15-24 

horas no refrigerador.

o 
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Dextrose, 11,0; Cloreto de Colina, 0,03; equilibrada continuamente com 95% de 

O2 e 5% de CO2 (pH 7.3-7.4).

Os gânglios dos animais sensibilizados ativamente e dos animais 

controles foram, geralmente, utilizados no mesmo dia da dissecação. Contudo, 

em alguns experimentos eles foram estocados durante a noite em solução de 

Locke gelada, mantida no refrigerador, para uso no dia seguinte. A estocagem 

não afetou consideravelmente as mudanças eletrofisiológicas produzidas pelo 

antígeno.

Durante os experimentos, os gânglios foram transferidos para uma 

câmara de dissecação contendo solução de Locke à temperatura ambiente (22-24 

± 1°C) e foram-lhes removidos os excessos de tecido conjuntivo e vasos 

sanguíneos que os envolviam. A seguir foram então, transferidos para uma 

câmara de registro (volume ~ 0,25 ml) e com o auxílio de um microscópio fixados 

através de um pequeno pino de metal na camada de Sylgard (Dow Corning Co., 

Midband, MI, USA) que recobre o fundo da câmara. Os gânglios foram 

superfundidos (2 ml/min) com solução de Locke oxigenada (95% O2 e 5% CO2) 

que foi mantida à 36-37 ± 1°C, por meio de uma serpentina de vidro aquecida 

pelo banho, colocada na entrada da câmara de registro.

A temperatura do banho foi monitorizada através de um termístor 

(Thermometric Corp., Edison, NJ, USA), posicionado a aproximadamente 2 mm 

do gânglio.

A solução de Locke, o antígeno e as outras drogas utilizadas, foram 

administradas manualmente à preparação intercambiando-se a fonte de líquido 

superfusor de um reservatório principal contendo solução de Locke para um outro 

contendo as soluções testes, ambos com um pequeno borbulhador de ar. Tais 

soluções deixaram a câmara de perfusão através de um orifício no fundo da 

mesma. A monitorização da integral e/ou dos valores pico-a-pico do CAP foi 

feita no controle e após essa medida se mostrar estável por 20 minutos foi 
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iniciado o período experimental. Os agonistas ou antígenos utilizados, foram 

superfundidos sobre o gânglio por 5 minutos, e o tempo de contagem da duração 

do efeito para classificação da potenciação, se iniciou com a aplicação do 

agonista ou antígeno.

2.6. REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO

Medidas extracelulares pós-ganglionares do CAP foram obtidas através 

de um eletrodo de sucção no nervo interno da carótida, e eletrodos de 

estimulação colocados ao nível do tronco cervical simpático (Figura II-2).

Os eletrodos bipolares de sucção foram fabricados a partir de capilares 

de vidro (1,2 mm o.d.; 0,68 mm i.d.; WPI Corp., New Haven, CT, USA) e 

conectados via um porta eletrodo comercial (E.W.Wright Co., Guilford, CT, 

USA; modelo EH-2MS) a um estágio de entrada de um pré-amplificador com 

acoplamento AC para corrente alternada (0.1-1.0 KHz; WPI Corp., modelo 

DAM-5A). Os dados foram filtrados a 1 KHz e quando necessário a 10 Hz.

A porção terminal do tronco nervoso pré-ganglionar, o tronco nervoso 

simpático cervical, foi posicionada em eletrodos duplos de platina para a 

estimulação do nervo pré-ganglionar.

O estímulo pré-ganglionar foi gerado por um estimulador GRASS, 

modelo 88 (GRASS Instrument Co., Quincy, MA, USA), e durante o decorrer do 

experimento, os gânglios foram estimulados com pulsos monofásicos retangulares 

de 300 pseg de duração, intensidade variável e frequência de 0.20 Hz. A 

intensidade do estímulo foi duas vezes aquela necessária para produzir o CAP 

pós-ganglionar máximo (Figura 11-2).
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2.7. ANÁLISE DOS DADOS

O efeito da aplicação do antígeno (OVA), de agonistas e antagonistas, 

na transmissão sináptica ganglionar foi determinada pelas mudanças na área do 

CAP que foram tomadas como um índice do número de células pós-ganglionares 

em que estava sendo evocado o potencial de ação.

CAPs foram evocados a 0.2 Hz e a média de 12 CAPs foi coletada 

através do software pClamp (Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) 

funcionando em um computador IBM PC XT com uma interface TL1. CAPs 

pós-ganglionares evocados em frequências testes maiores que 1/min foram 

salvos como médias de 1 minuto de coleta. O computador IBM PC XT foi 

conectado a um Sistema Dell 320 (40 MHz, 486) via uma rede de dois nós, com 

o propósito de monitorizar as respostas do CAP “on-line” (Figura II-2).

O programa de monitorização/análise (“CAP”), escrito em colaboração 

com a BME Systems INC., Baltimore, MD, USA) foi executado através de um 

Sistema Dell 320, o que permitiu um tratamento quantitativo da integral e da 

amplitude pico a pico do CAP durante o experimento. O programa “CAP” se 

encontra disponível a partir de uma solicitação ao Dr. Daniel Weinreich 

(Department of Pharmacology and Experimental Therapeutics, School of 

Medicine, University of Maryland at Baltimore, 655 West Baltimore St., 

Baltimore, MD, 21201, USA).

Os valores das integrais do CAP foram determinados pelo 

posicionamento dos cursores controlados pelo mouse no dado digitalizado e 

mostrado no monitor de vídeo; um cursor foi posicionado após o artefato do 

choque, imediatamente antes da fase inicial de crescimento do CAP, e outro 

localizado no ponto onde o potencial tenha retomado a linha de base. 

Simultaneamente com o valor da integral, o programa registrou automaticamente 

o valor da amplitude pico a pico do CAP. O programa “CAP” armazenou a



FIGURA II-2. DESENHO ESQUEMÁTICO DO SETUP DE TRABALHO

CAPs pós-ganglionares sào obtidos através de um eletrodo de sucção posicionado no nervo interno da carótida, e por 

eletrodos de estimulação colocados ao nível do tronco cervical simpático. O eletrodo de sucção está conectado a um 

amplificador que envia a resposta pós-ganglionar a um osciloscópio que se encontra conectado a um computador de registro, 

que por sua vez envia as informações a um segundo computador que permite monitorizar os CAPs “on line”. O estímulo pré- 

ganglionar é gerado por um estimulador que está conectado a um isolador de estimulo que leva o estimulo até os eletrodos de 

estimulação.
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posição dos cursores e utilizou as mesmas para a medida uniforme das respostas 

controle e experimental num dado experimento. Os arquivos dos dados desses 

valores foram salvos no disco rígido para posterior análise.

A percentagem da alteração (P) na área do CAP pós-ganglionar em 

relação ao controle no tempo t após o choque antigênico provocado pela 

aplicação de antígenos ou agonistas, foi computada utilizando-se a seguinte 

equação :

P(t) = [(Vt - Vc) x lOOJ/Vc

onde Vt é a integral do CAP pós-ganglionar no tempo t após o choque antigênico 

ou aplicação de agonistas, e Vc é o valor médio controle da integral do CAP pós- 

ganglionar.

O curso temporal das alterações induzidas pelo antígeno ou agonistas 

foi avaliada pela monitorização da magnitude da integral do CAP em intervalos 

de 5 minutos, expresso como a percentagem da potenciação máxima induzida 

pelo antígeno.

CAPs foram, geralmente, evocados a uma frequência de 0.2 Hz. Essa 

frequência foi utilizada para minimizar a depressão sináptica (McAFEE et 

al.,1980) e a potenciação sináptica dependente de atividade (DUNANT & 

DOLIVO, 1968; ZENGEL et al.,1980; BRIGGS et al., 1985a; BRIGGS, 1995; 

BACHOO & POLOSA,1986).

As condições de estimulação e registro foram primeiramente 

estabelecidas enquanto os gânglios eram superfrmdidos com Locke à temperatura 

ambiente (21-24°C) e a partir daí a temperatura foi aumentada para 36-37°C.

A adição de hexametônio (100-300 uM), um antagonista colinérgico 

nicotínico, foi efetuada para se obter uma resposta ganglionar com 

aproximadamente a metade da amplitude maximal, permitindo assim, a 

identificação de potenciação e antagonismo. Após os ajustes finais dos 
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parâmetros de estimulação, os gânglios foram, então, monitorizados por 30 

minutos para que fossem estabelecidas as condições controle. As respostas 

controle foram registradas por 10 a 30 minutos antes da aplicação do antígeno ou 

de agonistas, para que fossem estabelecidas os valores da linha de base.

2.8. PREPARAÇÃO E FONTES DAS SUBSTANCIAS QUÍMICAS

Todos os sais utilizados foram de pureza analítica, e juntamente com a 

OVA, dihidrocloreto de histamina e hexametônio, foram obtidos a partir da 

Sigma Chemical Corp. Os gânglios foram superfundidos com OVA do mesmo 

lote utilizado para sensibilizar os animais. As soluções foram preparadas 

diariamente para os experimentos, a partir de alíquotas concentradas (> 10 mM) 

da droga, que eram estocadas à -20°C.

2.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados foram expressos como a média ± SEM (standard error of 

mean; erro padrão da média) . Duas amostras foram comparadas usando-se o 

teste t Student, enquanto que múltiplas comparações foram feitas com o teste 

paramétrico ANO VA, ou com a Kruskal-Wallis ANO VA no caso dos dados não 

apresentarem homocedasticidade. Médias foram consideradas como diferindo 

significativamente se o valor de p para a ocorrência da hipótese nula fosse menor 

do que 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. CARACTERIZAÇÃO DA POTENCIAÇÃO GANGLIONAR QUE

SEGUE A SENSIBILIZAÇÃO ATIVA

A breve exposição (5 minutos) de gânglios de animais sensibilizados 

ativamente ao antígeno OVA (10 ug/ml), produziu um vigoroso aumento na 

magnitude do CAP. A concentração de OVA utilizada foi aquela capaz de 

produzir a resposta máxima, como préviamente demonstrado por WEINREICH 

et al.(1995).

A potenciação iniciada poucos segundos após a aplicação do antígeno, 

tomou-se máxima dentro de 5 minutos (Figura II-3). A magnitude da potenciação 

mostrada na Figura II-3 foi de uma resposta robusta e pouco comum; a integral 

do CAP aumentou cêrca de 4 vezes. Em média, a potenciação máxima do CAP 

(Imax) induzida pelo antígeno foi de 61 ±2.1% (n=60; Tabela II-1).

A potenciação induzida pelo antígeno foi também de longa duração. No 

experimento ilustrado na Figura II-3, o CAP permaneceu potenciado por mais de 

30 minutos após o choque antigênico. A resposta potenciada, registrada 30 

minutos após o choque antigênico nesse gânglio, foi cêrca de 50%. Para 60 

gânglios a média do incremento do CAP aos 30 minutos (I30) foi de 56 ± 1.8%.

3.2. CARACTERIZAÇÃO DA POTENCIAÇÃO GANGLIONAR QUE

SEGUE A SENSIBILIZAÇÃO PASSIVA (in vivo e in vitro)

A potenciação ganglionar induzida pelo antígeno também foi observada 

em gânglios de animais normais que foram injetados com sôro obtido de cobaios 

sensibilizados ativamente.
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O experimento mostrado na Figura II-4 ilustra uma resposta típica 

induzida pelo antígeno, em um SCG de cobaio sensibilizado passivamente. A 

magnitude e a duração da potenciação que seguem o choque antigênico foram 

comparáveis às respostas observadas em gânglios de animais sensibilizados 

ativamente. Imax e I30 representaram um aumento de 50 ± 7.2% e 49 ± 4.4%, 

respectivamente (n=6; Tabela II-1), do valor controle da integral do CAP.

Em uma série separada de experimentos, em que foram utilizados 

gânglios sensibilizados passivamente in vitro (gânglios normais incubados por 

15-24 horas com sôro de animais sensibilizados ativamente), foi demonstrado que 

quando esses gânglios foram tratados com antígeno sensibilizante (OVA), eles 

mostraram uma potenciação e um curso temporal semelhantes aquelas vistos com 

a sensibilização ativa e passiva (in vivo).

Os dados da Figura II-5 mostram a resposta de um SCG individual, e a 

Tabela II-1 sumariza as respostas de sete gânglios. Imax e I30 foram 55 ± 7.0% e 

47 ± 4.3%, respectivamente.

Não existiram diferenças significativas (p < 0,05) na alteração da 

integral do CAP induzida pelo antígeno, seja no seu valor de máximo , seja no I30, 

entre os três grupos de tratamento - sensibilização ativa, sensibilização passiva in 

vivo ou in vitro.

3.3. EXPERIMENTOS CONTROLES (in vivo e in vitro)

Dois tipos de experimento controle foram realizados.

No primeiro tipo, três SCGs foram passivamente sensibilizados com 

OVA in vivo, e três outros foram sensibilizados passivamente com OVA in vitro. 

Todos os gânglios foram então, expostos à albumina de sôro bovino (BSA; 10 

ug/ml) por 5 minutos, não havendo significante potenciação da transmissão
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FIGURA 11-3. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA 

TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELO CHOQUE ANTIGÊNICO 

NO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIO 

SENSIBILIZADO ATIVAMENTE À OVALBUMINA (OVA; 10 pg/ml) 

O triângulo indica o início de superfusão do gânglio com solução nutridora 

contendo o antígeno sensibilizante (OVA). Cada ponto representa a magnitude 

média da integral de 12 potenciais de acão compostos (CAPs) pós-ganglionares 

evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos 

traçados na parte superior da figura representam o registro osciloscópico do 

potencial de ação antes (a) e durante (b) a administração do antígeno. O asterisco 

sob o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o 

correspondente artefato do choque. Calibração: 0,5 mV; 10 ms.



(a) CONTROLE (b) OVA
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sináptica ganglionar induzida pelo BSA em nenhum dos grupos. A combinação 

dos dados desses 6 gânglios é mostrada na Tabela II-1.

Numa segunda série de experimentos controle, três gânglios de animais 

não sensibilizados foram incubados em sôro controle (sôro de animal não 

sensibilizado) por 24 horas e então superfundido com OVA (10 ug/ml). Três 

cobaios foram também injetados com sôro controle, seguindo o mesmo protocolo 

usado para o sôro obtido de animais sensibilizados ativamente (veja Métodos), e 

dois a quatro dias mais tarde, os SCGs desses animais foram preparados para o 

registro in vitro. Quando esses gânglios foram colocados em presença de 

OVA (10 ug/ml) por 5 minutos, a magnitude do CAP não mudou 

significativamente comparada aos valores controles (teste t não pareado). A 

Tabela II-1 mostra os resultados dessa série de experimentos. Os dados da Figura 

n-6 mostram a resposta típica de um SCG sensibilizado à OVA e tratado com 

BSA, e de um outro não sensibilizado e tratado com OVA.

Seis gânglios controle (3 do grupo da OVA e 3 do grupo da BSA, 

descritos acima), 30 minutos após a exposição ao antígeno, foram testados para 

sua capacidade de apresentar potenciação sináptica. A superfusão desses gânglios 

por 5 minutos com 10 uM de histamina, produziu uma robusta, embora transiente, 

potenciação da transmissão sináptica (aumento de 95 ± 27% na amplitude do 

CAP sobre os valores controles), indicando que a transmissão sináptica nesses 

gânglios era capaz de apresentar plasticidade sináptica.

3.4. LIBERAÇÃO DE HISTAMINA INDUZIDA PELO ANTÍGENO DE

SCGs SENSIBILIZADOS ATIVA E PASSIVAMENTE

Estudos realizados préviamente, mostraram que a exposição de SCGs, 

isolados de cobaios sensibilizados ativamente, ao antígeno sensibilizante OVA
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FIGURA 11-4. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA 

TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELO CHOQUE ANTIGÊNICO 

NO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIO 

SENSIBILIZADO PASSIVAMENTE /V VIVO À OVALBUMINA (OVA; 10 

gg/ml)

O triângulo indica o início de 5 minutos de superfusão do gânglio com a solução 

nutridora contendo o antígeno sensibilizante (OVA). Cada ponto representa a 

magnitude média da integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós- 

ganglionares evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms.Os 

pequenos traçados na parte superior da figura representam o registro 

osciloscópico do potencial de ação antes (a) e durante (b) a administração do 

antígeno. O asterisco sob o registro experimental de voltagem mostra o momento 

da estimulação e o correspondente artefato do choque. Calibração: 0,25 mV; 20 

ms.



(a) CONTROLE (b) OVA

Tempo (min)
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resulta na degranulação de mastócitos com a consequente liberação de 

mediadores inflamatórios, incluindo a histamina e uma variedade de eicosanoides 

(UNDEM et al.,1990; WEINREICH & UNDEM, 1987).

No presente trabalho foram determinadas as quantidades de 

histamina liberada pelos dois tipos de SCGs passivamente sensibilizados (in vivo 

e in vitro) seguindo o choque antigênico. Os dados mostrados na Tabela II-2 

sumarizam estes experimentos.

A quantidade de histamina liberada por esses gânglios durante o 

choque antigênico foi significativamente maior que a liberação espontânea de 

histamina por esses dois grupos de gânglios - sensibilizados passivamente in vivo 

(n=6) ou in vitro (n=7). Nesses gânglios, a aplicação do antígeno resultou em 

uma liberação de cêrca de 10% do pool total de histamina ganglionar (-200 

pmole). Em contraste, o choque antigênico (OVA) nos gânglios controles não 

produziu significante elevação na liberação de histamina, acima da liberação 

espontânea.

Com propósitos comparativos, a Tabela II-2 também mostra os dados 

obtidos em trabalhos prévios realizados por UNDEM et al.(1990), onde foi 

medida a liberação de histamina induzida pelo antígeno em SCGs removidos de 

cobaios sensibilizados ativamente. Embora a quantidade de histamina liberada 

espontaneamente em todos os gânglios não tenha sido significativamente 

diferente, a quantidade de histamina liberada de SCGs seguindo o choque 

antigênico, foi cêrca de 3 vezes maior nos gânglios removidos de animais 

ativamente sensibilizados (33 vs. 10%).
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FIGURA 11-5. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA 

TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELO CHOQUE ANTIGÊNICO 

NO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIO 

SENSIBILIZADO PASSIVAMENTE /V VITRO Á OVALBUMINA (OVA; 10 

pg/ml)

O triângulo indica o início de 5 minutos de superfusão do gânglio com solução 

nutridora contendo o antígeno sensibilizante (OVA). Cada ponto representa a 

magnitude média da integral de potenciais de ação compostos (CAPs) evocados à 

0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos traçados na parte 

superior da figura representam o registro osciloscópico do potencial de ação 

antes (a) e durante (b) a administração do antígeno. O asterisco sob o registro 

experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o correspondente 

artefato do choque. Calibração: 0,5 mV; 20ms.
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4. DISCUSSÃO

Nosso principal achado é que o choque antigênico específico produzido 

no gânglio simpático isolado de cobaios sensibilizados passivamente, produz um 

aumento sustentado na eficiência da transmissão sináptica.

Trabalhos anteriores de WEINREICH et al.(1995) mostraram que o 

choque antigênico específico produzido em gânglios simpáticos removidos de 

cobaios sensibilizados ativamente, produziram um aumento sustentado da 

transmissão sináptica, designado de A-LTP.

Outro achado importante revelado pelos dados do presente trabalho 

revelam que não existe diferença significativa na magnitude ou duração da 

potenciação sináptica ganglionar induzida pelo antígeno produzida tanto pela 

sensibilização ativa quanto passiva.

Assim, a existência de A-LTP que se segue à sensibilização passiva 

nos gânglios simpáticos, indica que o componente celular específico do processo 

de sensibilização ativa do sistema imunológico, não é requerido para o 

desenvolvimento desse fenômeno e que as células imunes e os mediadores 

responsáveis pela A-LTP são residentes dos gânglios simpáticos. Esses 

resultados se encaixam bem com a hipótese de trabalho de que é a ativação dos 

mastócitos e talvez de outras células imunológicas ganglionares que é requerida 

para o desenvolvimento da A-LTP.

Por outro lado, a quantidade de histamina liberada pelos gânglios 

simpáticos de cobaios sensibilizados ativamente, quando submetidos ao choque 

antigênico foi 3 vezes maior que aquela dos gânglios obtidos a partir de animais 

sensibilizados passivamente (p < 0,001, teste t de Student). A despeito disso, a 

magnitude e a duração da A-LTP foram semelhantes em ambos os grupos. 

Resultados análogos foram reportados para a contração de anéis de traquéia 

retirada de cobaios sensibilizados ativa e passivamente com anticorpos



FIGURA 11-6. GRÁFICO CARACTERÍSTICO DO CURSO TEMPORAL DA 

INTEGRAL DO CAP EM 2 EXPERIMENTOS COM ANTÍGENOS NÃO- 

SENSIBILIZANTES

Um SCG controle (animal não sensibilizado; Círculos cheios) foi incubado em 

soro normal por 24 horas e então superfundido durante 5 minutos com OVA (10 

pg/ml). O outro (Círculos vazios) foi removido de um cobaio sensibilizado 

passivamente à OVA e superfundido durante 5 minutos com albumina de sôro 

bovino (BSA; 10 pg/ml). Os triângulos indicam o momento da chegada dos 

antígenos não-sensibilizantes (OVA e BSA) ao gânglio. Cada ponto representa a 

magnitude média da integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós- 

ganglionares evocados à 0,2 Hz.
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TABELA II-l. EFEITO DO CHOQUE ANTIGÊNICO SOBRE A 

TRANSMISSÃO SINÁPTICA EM GÂNGLIOS CERVICAIS SUPERIORES 

(SCGs) REMOVIDOS DE COBAIOS SENSIBILIZADOS ATIVA E 

PASSIVAMENTE À OVALBUMINA (OVA)

CONDIÇÃO ANTÍGENO Nd

POTENCIAÇÃO
MÁXIMA (lniils)

POTENCIAÇÃO

AOS 30 MIN.(I.W)

Sensibilização Ativa

OVA 60 61 ±2,Ia 56±l,8a

Sensibilização Passiva(in 

vivo) OVA 6 50 ± 7,2a 49 ± 4,4a

Sensibilização Passiva(in 

vitro) OVA 7 55 ± 7,0a 47 ± 5,4a

Controle BSA” 6 3± 1,7 0±0,0

OVAC 6 5 ±2,6 0±0,0

Os valores mostrados são a média ± SEM do incremento da integral do potencial de ação 

composto (CAP), em percentuais do valor controle, medidos no momento da incrementação 

máxima (Imax ) e aos 30 minutos após o início da exposição do gânglio a 10 pg de OVA (I30 ). 

Protocolos para a sensibilização ativa, passiva (in vivo) e passiva (in vitro) estão descritos na 

secção 2.2.

aNão houve diferença significativa (p < 0,001) entre as médias dos 3 grupos de sensibilização 

(ativa, passiva in vivo e passiva in vitro) após o choque antigênico, mas apenas entre esses e o 

controle (Kruskal-Wallis ANOVA).

'"Experimentos controles utilizando 3 SCGs de animais injetados com sôro de animais 

sensibilizados ativamente e 3 SCGs de animais não sensibilizados incubados com sôro de 

animais sensibilizados ativamente. Todos os 6 gânglios foram individualmente expostos à 

albumina de sôro bovino (BSA; 10 pg/ml), por 5 minutos.

cExperimentos controles utilizando 3 SCGs de animais injetados com sôro de animais não 

sensibilizados (sôro controle) e 3 SCGs de animais controles incubados durante 24 horas em 

sôro controle. Todos os gânglios foram individualmente expostos à OVA (10 pg/ml), por 5 

minutos.

llN, número de gânglios estudados
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TABELA II-2. EFEITO DO CHOQUE ANTIGÊNICO SOBRE A 

LIBERAÇÃO DE HISTAMINA POR GÂNGLIOS CERVICAIS SUPERIORES 

(SCGs) REMOVIDOS DE COBAIOS SENSIBILIZADOS ATIVA E 
PASSIVAMENTE À OVALBUMINA (OVA)

Os valores mostrados representam a média ± SEM. N, número de gânglios estudados.

CONDIÇÃO N

LIBERAÇÃO

ESPONTÂNEA(%)a

LIBERAÇÃO

INDUZIDA PELO

ANTÍGENO(%)a

Sensibilização Ativab 61 <1,0 33 ±2,0

Sensibilização Passiva(in 

vivo)6

6 1,7 ±0,39 9±3,1d

Sensibilização Passiva(in 

vitro)6

7 1,5 ±0,53 10 ±3,9“

Controle6 6 0,8 ±0,11 0,5 ± 0,2

aA liberação de histamina é expressa como a percentagem do conteúdo total de histamina 

(liberada + conteúdo residual do gânglio). Os gânglios foram ativados com Ovalbumina 

(chicken egg albumin; OVA; 10 pg/ml).

Os dados para a sensibilização ativa foram retirados de UNDEM et al., 1990.

cOs protocolos para a sensibilização passiva in vivo e in vitro estão delineados na secção 2.2. 

dValores significativamente diferentes (p < 0,001) dos valores da sensibilização ativa e dos 

valores controle.

^Experimentos controles consistiram de 3 SCGs removidos de animais injetados 

intraperitonealmente com soro controle e 3 SCGs de animais controle incubados in vitro 

durante 24 horas com soro controle. Todos os 6 gânglios foram individualmente tratados com 

OVA. O tratamento com OVA não alterou significativamente a liberação acima da liberação 

espontânea (p < 0,05).
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IgGs (UNDEM et al.,1985). Esses resultados no SCG não são surpreendente uma 

vez que WEINREICH et al.(1995) observaram que baixas concentrações de 

antígeno (OVA; 0,01 pg/ml) liberava sómente ~ 6% do pool ganglionar de 

histamina, o que já era responsável pela produção não decremental de A-LTP.

Como reduções signifícantes na quantidade de histamina liberada pelo 

antígeno sensibilizante, observada neste estudo, e reduções bem maiores 

documentadas por outros autores (WEINREICH et al.,1995) não impediram a 

indução de A-LTP, é difícil concluir que a quantidade de histamina liberada na 

sensibilização passiva seja responsável pela duração e magnitude da A-LTP.

Uma explicação para a semelhança de magnitude da A-LTP nos 

gânglios sensibilizados ativa e passivamente, é que o mediador ou mediadores 

responsáveis pela A-LTP seja(m) liberado(s) em quantidades similares em ambos 

os tipos de sensibilização. Nesse sentido, é instrutivo notar que, embora a 

histamina seja liberada durante o choque antigênico em gânglios sensibilizados 

ativamente, ela não é diretamente responsável pela A-LTP (WEINREICH et 

al.,1995), a qual provavelmente se deve a liberação de outros mediadores pelos 

mastócitos (CHRISTIAN et al.,1989; CHRISTLAN & WEINREICH, 1992; 

WEINREICH et al.,1992) e dessa forma, a quantidade de histamina 

liberada pode não ser paralela à liberação do mediador ou mediadores 

críticos que dão suporte a A-LTP.

Além disso, a similaridade das alterações eletrofisiológicas em gânglios 

sensibilizados ativa e passivamente, toma a sensibilização passiva no gânglio um 

bom modelo para se estudar as interações neuro-imunes em gânglios simpáticos.

Outro achado importante demonstrado por esse trabalho é que, embora 

existam dados na literatura mostrando uma barreira, similar à barreira hemato- 

encefálica, recobrindo o gânglio (DePACE, 1982; SZURSZEWISKI & 

KING,1989), a qual pode impedir o transporte de proteinas como a IgE para o 

espaço intersticial ganglionar, foi possível se induzir a sensibilização passiva.
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A literatura afirma que o SCG se encontra envolvido por uma cápsula 

fibrosa de tecido conjuntivo, a qual se assemelha ao perineuro dos nervos 

periféricos, impedindo a difusão de proteínas para o espaço extracelular 

ganglionar (DePACE,1982; SZURSZEWISKI & KING,1989). Os vários tipos 

celulares no gânglio parecem ter seus espaços extracelulares com diferentes graus 

de proteção, por uma barreira hemato-ganglionar, contra a difusão de grandes 

partículas e macromoléculas a partir do lúmen capilar (ERANKO,1976; 

DePACE,1982). Tais achados tomam pois, interrogatória o fato da IgE poder 

atingir os mastócitos ganglionares e estabelecer a sensibilização passiva. 

Entretanto, esse estudo mostra a possibilidade desse tipo de sensibilização.

Além disso, comparando-se os dois tipos de protocolo (sensibilização 

passiva in vivo e in vitro), obteve-se quantidades similares da liberação de 

histamina. Isto sugere que o nível máximo da sensibilização passiva já é atingido 

com o protocolo mais simples, que é a incubação “over-nighf ’ do gânglio com o 

sôro de animais sensibilizados ativamente. A obtenção da sensibilização passiva 

com o protocolo mais simples, não obstante a cápsula fibrosa que envolve o 

gânglio, pode ser explicada pela difusão da proteína sensibilizante até o gânglio 

através dessa cápsula ou através das extremidades seccionadas dos nervos pré- e 

pós-ganglionares. Já a indução da sensibilização passiva pela injeção 

intraperitoneal do sôro de animais sensibilizados ativamente (in vivo), sugere que 

as proteínas plasmáticas têm um fácil acesso ao espaço extracelular dos 

mastócitos ganglionares a partir do espaço intravascular.

Finalmente, a habilidade para evocar A-LTP por meio da sensibilização 

passiva provê considerável vantagem sobre a sensibilização ativa para os futuros 

estudos dos mecanismos envolvidos, em têrmos de economia de tempo e 

dinheiro.

Com a sensibilização passiva in vivo, os cobaios injetados com o 

antígeno são mantidos por sómente poucos dias (2-3), enquanto na sensibilização 
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ativa são requeridos, no mínimo, 21 dias. Assim, o custo de manutenção dos 

animais em biotério é grandemente reduzido com a sensibilização passiva. 

Adicionalmente, há um pequeno tempo de espera com a sensibilização passiva, 

especialmente àquela in vitro, uma vez que experimentos podem ser realizados 

em menos de 24 horas.

Além disso, uma vez que a estocagem de gânglios em solução de 

Locke no refrigerador por 48 horas não tem demonstrado degradação 

considerável dos parâmetros eletrofísiológicos (observações não publicados), a 

indução da sensibilização passiva in vitro nos permite comparar esses 

parâmetros no mesmo gânglio, antes e após a sensibilização, se necessário fôr.

Em conclusão, podemos verificar que os resultados obtidos no presente 

estudo têm de interessantes em relação aos trabalhos anteriores (em que se havia 

estudado a A-LTP em gânglios do ANS sensibilizados ativamente) a 

demonstração da viabilidade da sensibilização passiva, bem como delineam um 

protocolo simples e rápido para o estudo das mudanças eletrofisiológicas 

ganglionares produzidas pelo choque antigênico e consequentemente facilitam o 

estudo das relações entre os sistemas nervoso e imunológico.
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Abstract

Alterations in synaptic efficacy induced by antigen challenge to isolatcd superior cervical ganglia (SCG) were monitored by measuring 
thc magnitude of the poslganglionic compound action potential (CAP) elicited by electrical stimulation of lhe cervical sympathetic nerve 
trunk. Antigen-induced changes in the CAP were measured in SCG removed from actively and from passively sensitized guinea-pigs. 
Additionally. some SCG were sensitized in vitro by incubating naive ganglia 24 h in serum obtained from actively sensitized animais. 
Histamine released from SCG upon spccific antigenic challenge was measured to asscss the effectiveness of the two forros of 
scnsitization. Challenging SCG isolatcd from passively or actively sensitized animais with thc sensitiz.ing antigen. ovalbumin (OVA), 
produced a sustained potentiation of the CAP lasting longer than 30 min (antigen-induced long-term potentiation. A-LTP) and a net 
increase in histamine rclease. Neither the magnitude nor duralion of A-LTP induced by passive scnsilization differed sigmficantly 
(/;<0.05) from resuhs after active sensitizaiion. The existenec of A-l.TP in SCG following passive sensilization indicates that the 
afferent lintl* oí the iinmune systetn is not required for the development of this phenomenon and that the imtnune cells and th', mediators 
responsible for A LTP are resident to sympathetic ganglia.

Keywords: Long-term potentiation; Synaptic transmission; Autonomic ganglia; Superior cervical ganglion; Mast ccll: Imincdiatc hypcrsensitivity

1. Introduction

Interaclion of antigen with mast ccll bound antibodies 
and lhe consequent rclease of inflammalory mediators are 
generally thought to be the pi votai events in an allergic 
response. Although our knowlcdge regarding the mecha- 
nism of mast ccll activation is rapidly progressing, little is 
known about the neurophysiological effects this activation 
has in the various tissues in which mast cells reside. 
Autonomic ganglia are of particular inierest in this regard 
bccause thcy are enriched with mast cells [10,15] and thcy 
represent a kcy control point for balance of autonomic 
tone. Furlhermore, sympathetic ganglia, specifically thc 
superior cervical ganglion (SCG). participate in late phase 
pulmonary inflammation subsequent (o the induetion of an 
anaphylactic reaction [8]. Dcspitc the known presence of 
mast cells in autonomic ganglia and their documented role

Corresponding author. Tel. + 1 410 7065833; fax; t- I 410 7060032.

in anaphylaxis, their funclion wilhin autonomic ganglia 
still remains enigmatic.

To study the potential limctional interaclion bctween 
mast cells and neurons in autonomic ganglia, we have 
developed an in vitro model bascd upon the classical 
Shultz-Dale technique. Adult male guinea-pigs are ac
tively sensitized to a foreign antigen (chick ovalbumin, 
OVA). Twenty onc days later they are killed and their 
SCG are removed for study in vitro. Upon specific antigen 
challenge with OVA (10 /zg/ml), isolated SCG release a 
variety of preformed and newly synthesized inflammalory 
mediators including histamine. leukotrienes (LTC.J and 
prostaglandins (PGE_,, PGD,. 9II/3-PGF,, PGF2tt. and 
TxB-, [ 14.17]; concomittantly. lhe number of toluidine blue 
slainable masl cells in lhe SCG are significantly reduced 
[17], Accompanying these histochcmical and biochemical 
changes, antigen challenge produccs physiological alter
ations in lhe SCG that range from a transienl increase in 
neuronal excitability lasting many minutes [4] to a pro- 
found and long-lasting enhancemenl in the efficacy of 
ganglionic synaptic neurotransmission lasting many hours

0165-1838/96/515.00 Copyright © 1996 Elscvier Science B.V. All rights reserved. 
Pll SOI 65-1838(96)00075-6
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[4,18]. This latter phenomenon is designated antigen-in- 
duced long-term potentiation (A-LTP) because it resem- 
bles neurogenic LTP in this ganglia [2,3,18], Ncither treat- 
mcnt of ganglia from sensitized animais with non-sensitiz- 
ing antigens nor application of OVA to SCG removed 
frorn control animal, produces observable release of media- 
tors, changes in mast cell numbers or measurablc clectro- 
physiological changes [16]. Thus. the observation that spe- 
cific antigen challengc releases known mast ccll mediators 
and reduces the number of stainable ganglionic mast cells 
suggests that immunological activation of ganglionic mast 
cells is an integral step for lhe antigen-induced physio- 
logical changes.

It is still unclear, howcver. whether the antigen-induced 
neurophysiological changes observed are indeed secondary 
to homocytotropic antibody generated during active sensi- 
tization or whether the changes observed are attributable to 
cellular immime responses associated with active sensitiza
tion. Active sensitization requires the coordinated actions 
of numerous cells (including lymphocytes) that utilize a 
variety of cytokincs and their receptors. It is now recog- 
nized that many of these immune cytokines and their 
receptors are also expressed in nervous tissue wherc they 
can serve as neurotrophic factors regulating ncural growth, 
survival and gene expression [7,11], Thus the electrophysi- 
olgical changes we observe following antigen challengc to 
SCG removed from actively sensitized animais could re- 
flect alterations in neural function wrought by the process 
of active sensitization.

To bypass the afferent limb of the immune system and 
thereby test whether some aspect of the cellular immune 
response might contribute to the observed antigen-induced 
elcctrophysiological effects, wc treat non-sensitized SCG 
with antigen-specific antibodies. This process (passive sen
sitization) can be achieved through two manipulations. 
Serum obtaincd from actively sensitized guinea-pigs can 
be intraperitoneally injected into naive guinea-pigs and 
SCG from these animais can be removed I to 4 days later. 
or alternatively, ganglia from naive animais can be isolatcd 
and then incubated directly with serum obtained from 
actively sensitized guinea-pigs. In the current work we use 
both methods of passive sensitization and tested for the 
oresence of A-LTP and histamine release following spe- 
cific antigen challcnge. Our rcsults show that passive or 
tetive sensitization produces similar physiological changes 
n ganglionic synaptic transmission.

!. Materials and methods

?./. Preparation of tissue

Male guinea-pigs (350 to 800 g) were killed by admin- 
stration of CO?. Preparation of the SCG and the composi- 
on of lhe Lockc solution were identical to those described 
i [18]. Ganglia were superfused at 3-4 ml/min with 

oxygenated Locke solution that was maintained at 36- 
37°C.

2.2. Active and passive sensitization of animais and gan
glia

2.2.1. Active sensitization
Ovalbumin (chicken egg albumin, ovalbumin grade V; 

Sigma Chemical Co., St. Loui.s, MO, USA) was intraperi- 
toneally injected into guinea-pigs as described previously 
[17]. Animais were injected with doses of ovalbumin 
(OVA; 10 mg/kg body weighl) every othcr day for three 
doses. Ganglia were studied 21 to 50 days after the last 
injection.

2.2.2. Passive sensitization
Guinea-pigs were injected intraperitoneally on two con- 

secutive days with serum (0.5 ml) obtained from actively 
sensitized animais. SCG were removed from these animais 
1-5 days after the last injection. There was no significant 
difference in results obtained at I or 5 days. Passive 
sensitization in vitro was accomplished by incubating SCG 
from naive animais in serum (0.5 ml) obtained from 
actively sensitized animais for 15-24 h at (5°C).

Serum from actively sensitized and from control ani- 
. mais was slored in aliquots al - 80°C.

2.3. Histamine release studies

Histamine released from isolated SCG was quaritified 
by automated fluorometry [12] as described by [14]. This 
procedure lias a limit of sensilivity (two times the blank) 
of 10 pmol/ml.

2.4. Electrophysiological studies

Extraccllular recordings of the postganglionic com- 
pound action potencial (CAP) were measured with bipolar 
suetion electrodes connccted to lhe input stage of an 
AC-coupled diffcrential preamplifier (0.1-1.0 kHz; WPI 
Corp.; model DAM-5A). Data was filtered at 1 kHz and 
when necessary sampled at 10 kHz (see [18] for details).

The effcct of antigen and drugs on ganglionic synaptic 
transmission was assessed by measuring changes in the 
integral of lhe evokcd CAP. Alterations in the area of the 
CAP were taken as an index of the number of ganglion 
cells synaptically excited to spike threshold. CAPs were 
evoked at 0.2 Hz and 12 CAPs were collected and aver- 
aged via pClamp software (Axon Instruments Inc.. Foster 
City, CA. USA) running on an IBM PC with a TL1 
interface Data files were analyzed off-line as described 
[18],

The 0.2 Hz presynaptic rate of stimulation was chosen 
to minimize synaptic depression [9] and activity-dependent 
synaptic potentiation [1-3.6,19], The postganglionic re
sponse was made approximately onc lialf the maximal 
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amplitude by the addition of lhe nicotinic antagonist hex- 
amethonium (100-300 /zM). After lhe CAP amplitude had 
declined to a steady-state baseline in lhe presence of 
hexamethonium, CAPs were monitored for 30 min bcfore 
antigen challenge.

2.5. Preparation and delirery of drug Solutions

Ovalbumin, histamine dihydrochloride, and hexametho
nium were obtained from Sigma, St. Louis, MO. SCG 
were challcnged witli ovalbumin with thc saine lot number 
used to sensitize the animal. Drug Solutions were prcpared 
daily for experiments from concentrated (> 10 mM) stock 
aliquots which were stored frozen ( —20°C). Reservoirs 
containing oxygenated Solutions of superfusate with vari- 
ous drugs were connected to the inflow linc to the record- 
ing chamber by three-way valves which could rapidly 
divert flow from thc main reservoir to these Solutions.

2.6. Statistical analysis

Data were expressed as mean + SE. Two samples were 
compared using Studenl's r-test; multiple comparisons were 
done with parametric ANOVA, or Kruskal-Wallis 
ANOVA in cases where the distribution is unknown. Means 
were considered to differ significantly if p values for null 
hypothesis occurrence were < 0.05.

guinea-pigs. The experiment shown in Fig. 1B illustrates a 
typical antigen-induced response in a SCG from a pas- 
sively sensitized guinea-pig. The onset of lhe potentiation, 
the magnitude and the duration of potentiation following 
antigen challenge were comparable to responses observed 
in ganglia from activcly sensitized animais. /nm and /30 
were 50 + 7.2% and 49 ± 4.4%, respeclivcly (n = 6, Table 
I).

In a separate series of experiments seven SCG were 
passively sensitized by incubating normal ganglia for 15- 
24 h in serum obtained from actively sensitized animais. 
Upon antigen challenge these ganglia showed synaptic 
potentiation with a time course similar to that observed 
with active sensitization or passive sensitization (in vivo); 
see Fig. IC and Table I. Therc were no significam differ- 
ences (p < 0.01) in the magnitude or duration of antigen- 
induced potentiation between the three groups of treat- 
ments - active sensitization, passive sensitization (in vivo) 
or passive sensitization (in vitro).

3.3. Control experiments (in vivo and in vitro)

Three SCG were passively sensitized with OVA in vivo 
and three ganglia were passively sensitized with OVA in 
vitro. These ganglia were then challenged with bovine 
serum albumin (BSA, 10 jtzg/ml) for 5 min. BSA chal
lenge did not significantly (p < 0.001) potentiate synaptic 
transmission in either group (Fig. 1D and Table 1).

3. Resuíts

3.1. Characteristics of ganglionic potentiation following 
active sensitization

A bricf (5 min) exposure to antigen (ovalbumin, OVA;
10 /zg/ml) produced a vigorous increase in the magnitude 
of the postganglionic compound action potential (CAP) 
which reach a maximum within 5 min (Fig. IA). At this 
concentration OVA produces a maximum potentiation [18]. 
The magnitude of the potentiation shown in Fig. IA was 
an unusually robust response; thc integral of thc CAP 
increased aboul 4-fold. On thc avcrage, maximum 
antigen-induced potentiation of the CAP (/,nax) was 61 ± 
2.1% (n = 60, Table I). Potentiation was also long-lasting. 
The fraclional potentiatcd response 30 min after OVA 
(/30) in the ganglion shown in Fig. IA aboul 50%; for 60 
ganglia the average /3(l value was 56 ± 1.8%. These val
ues for antigen-induced potentiation are in thc same range 
as those previously reported by our laboratory [18],

3.2. Characteristics of ganglionic potentiation following 
passive sensitization (in rico and in vitro)

Antigen-induced ganglionic potentiation was also ob- 
served in ganglia from normal animais that had becn 
injectcd with serum harvested from activcly sensitized

Table I
Effecl of antigen challenge on synaptic transmission in superior cervical 
ganglia removed from actively or passively sensitized guinea-pigs
Conditions Antigen H Potentiation

(/11K1X)
Duration (/w)

Active sensitization OVA 60 61 ±2.1 “ 56 ± 1.8 11
Passive sensitization OVA 6 50 ±7.2 4 49 ± 4.4 “
(in vivo)
Passive sensitization OVA 7 55 ±7.0 ■’ 47 ± 5.4 4
(in vitro)
Control BSAb 6 3 ±1.7 0.0 ±0.0

OVA' 6 5 ±2.6 0.0 ±0.0

Values are means±SE. /III;1A is lhe magnitude of potentiation of the 
postganglionic compound action potential (CAP) measured as the integral 
of the CAP. /,() is the fraclional potentiated CAP amplitude 30 min after 
a 5 min application of antigen (ovalbumin. OVA; 10 )u.g/ml). Procedures 
for active, passive (in vivo) and passive (in vitro) sensitization are 
described in the Seciion 2.
4 Using Kruskal-Wallis ANOVA. lhere were no significam dilfcrences 
(/> < 0.01) between the means of the three groups of sensitization (active 
and passive in vivo and in vitro) following antigen challenge.
b Control OVA experiments consisted of three animais injected with 
serum from naive animais (control serum) and three SCG from naive 
animais incubated in control serum All six ganglia were individually 
challenged with 10 gg/tnl OVA for five minutes.

Control experiments consisted of ihiec animais injected with serum 
from actively sensitized animais and three SCG from naive animais 
incubated in serum from actively sensitized animais. All six SCG were 
individually challenged with 10 jzg/ml bovine serum albumin (BSA).
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Tablc 2
Effect of antigen challenge on histamine release from superior cervical 
ganglia removed from aciivelv or passively sensitized guinea-pigs

Cóndition /V Spontaneous 
release (9í)

Net aniigen induced 
release (%)"

Active .sensilization b 61 < 1.0 33 ±2.0
Passive sensilization 6 1.7 ±0.39 9 ± 3.1 1
(in vivo)
Passive .sensilization 7 1.5 ±0.53 10 ±3.9 1
(in vitro)
Control d 6 0.8 ±0.1 1 0.5 ±0.2

Values shown are means±SE.
“ Released histamine is expresscd as a percenlage of total histamine 
content (released plus residual ganglion contem). Ganglia were chal- 
lenged with 10 p.g/ml chick ovalbumin (OVA).
11 Data for active .sensilization taken from [14], Characteristics ol passive 
sensilization in vivo and in vitro delineated in Tablc I legend and in 
Scction 2.
c Values significantly different ( p < 0.001) from values for active sensiti- 
zalion or from control values.
d Control experiments consist of three SCG removed from animais intra- 
peritoneally injected with control serum and three SCG inctibated with 
control serum in vitro. All six ganglia were individually challenged with 
OVA. OVA treatment did not significantly increase release above sponta- 
neous release (p < 0.001).

inflammatory mediators including histamine and a variety 
of eicosanoids [ 14,17], In the present work we detcrmined 
whclhcr histamine was released from two typcs of pas
sively sensitized SCG following antigen challenge. The 
amount of histamine released from passively sensitized 
ganglia upon antigenic challenge was significantly greater 
(/> < 0.001) than spontaneous histamine release. Table 2. 
In lhese 13 passively sensitized ganglia (six in vivo and 
seven in vitro). antigenic challenge released about 10% of 
the total ganglionic histamine pool (~200 pmol). By 
contrast, OVA application to control ganglia produced no 
significam (p < 0.001) elevation in histamine release above 
spontaneous release.

For comparative purposes. Table 2 also shows the data 
from our previous work measuring antigen-induced his
tamine release from SCG removed from actively sensitized 
guinea-pigs [14], Although the amounts of histamine spon- 
taneously released from all groups of ganglia were not 
significantly different (p < 0.05), the amount of histamine 
released from SCG following antigen challenge was signif
icantly larger (about 3-fold; p < 0.001) in ganglia removed 
from the actively sensitized animais (33 versus 10%).

In another series of experiments. three ganglia from 
naive animais were incubated in vitro in control serum for 
24 h and lhen challenged with OVA (10 p.g/inl for 5 
min). Three guinea-pigs were also injected with control 
serum following the same protocol used for serum ob- 
taincd from actively sensi-ized animais (see Seciion 2). 
Two to four days later ganglia from these animais were 
challenged in vitro with OVA. The magnitude of the CAP 
did not change significantly (/> < 0.001) (Table I).

Six control ganglia (three from lhe OVA group and 
three from the BSA group described above) were teslcd for 
their ability to reveal synaptic potentiation. Superfusing 
these ganglia for 5 min with 10 gM histamine produced a 
robust. albeit transient. potentiation of synaptic transmis
sion (95 ± 27% increase in the CAP amplitude over con
trol values) indicating that synaptic transmission in lhese 
ganglia was capablc of plasticity (5).

3.4. Antigen-induced histamine release from aetirely and 
passively sensitized SCG

We have previously shown that exposing SCG isolated 
from actively sensitized guinea-pigs to the sensitizing anti
gen resuhs in mast cell degranulalion and the release of

4. Discussion

Our principie finding is that spccific aniigen challenge 
ol sympathetic ganglia isolated from passively sensitized 
guinea-pigs produces a sustaincd increase in the efficacy 
of synaptic transmission. We had shown previously that 
spccific antigen challenge of sympathetic ganglia removed 
from actively sensitized guinea-pigs produced a sustaincd 
enhancemcnt of synaptic transmission that we designated 
antigen-induced long-term potentiation (A-LTP: [18]). The 
data from the current work reveals that there is no signifi
cam differcnce in thc magnitude or duralion in antigen-in- 
duced ganglionic synaptic potentiation evoked by either 
passive or active sensilization. Thus, thc existenec of 
A-LTP in ganglia following passive sensilization indicates 
that the afferent limb of the immune system is not required 
for thc dcvelopment of this phenomenon and that the 
immune cells and the mediators responsiblc for A-LTP are 
resident to sympathetic ganglia. This result fits wcll with 
our working hypothesis [18] that ganglionic masl cell 
activation is required for A-LTP.

The amount of histamine released from sympathetic 
ganglia of actively sensitized guinea-pigs by aniigen chal- 

Fig. I-. Time course and magnitude ol'antigen-induced potentiation of synaptic transmission in lhe superior cervical ganglion (SCG) in vitro. At the time
indicated by the triangle the sensitizing aniigen. chick ovalbumin (OVA. 10 /zg/ml. or control aniigen). was superluscd over lhe SCG lor five minutes.
Each data point represenls thc average magnitude (integral) of 12 evoked postganglionic compound action potentials (CAPs) evoked at 0.2 llz. (A) Effect
of antigen challenge recorded from an SCG removed from an actively sensitized animal. (B) Antigen challenge to SCG removed from passively sensitized
animal (in vivo). (C) Antigen challenge to a normal SCG incubated 18 h in serum from actively sensitized guinea-pigs. (D) Two control experiments. OVA
challenge (10 /zg/ml) of a normal SCG incubated in control serum for 24 h. Another SCG was removed from a guinea-pig passively sensitized to OVA
(in vivo) and challenged with 10 yu.g/ml bovine serum albumin (BSA). Calibralion: (A) 0.5 inV. 10 ms (B C) I mV. 10 ms.
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lenge was tlirce-fold higher than from ganglia taken from 
passively sensitized animais (/? <0.001). Despite this, tlie 
magnitude and duration of A-LTP were similar in both 
groups. Analogous results were reported for OVA-induced 
contraction of traclieal rings taken from guinea-pigs ac
tively or passively sensitized with IgG, antibody [13]. This 
result in thc SCG is not surprising because we have 
previously observed that low concentrations of antigen 
(0.01 /z.g/ml OVA) released only ~ 6% of the ganglionic 
histamine pool yet produced nondecremental A-LTP [18]. 
Though the duration of A-LTP eiicited by this low concen- 
tration of antigen was comparable to that observed with 
maximal antigen challenge (10 /zg/ml), the magnitude of 
A-LTP was only 75% of maximum. Thus it is difficult to 
conclude that a smaller amount of mediator released in 
passive sensitization is responsible for both duration and 
magnitude of A-LTP. One explanation for the similarity of 
the magnitude of A-LTP in passively sensitized ganglia to 
that in actively sensitized tissue may be that the mediator(s) 
responsible for A-LTP is released in similar amounts in 
both types of sensitization. In this regard it is instruetive to 
note that although histamine is released upon antigen 
challenge it is clearly not responsible for A-LTP [18] and 
therefore the amount of histamine released may not paral- 
icl the release of the criticai mediatods) underlying A-LTP.

Finally, the ability to evoke A-LTP with passive sensiti
zation provides considerable advantage over active sensiti
zation for future studies of the underlying mechanisms, as 
animais need to be held for only a fcw days (or not at all) 
prior to the experiment.
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CAPITULO III

PAPEL DOS MEDIADORES 
INFLAMATÓRIOS LIBERADOS 

PELOS MASTÓCITOS, DURANTE O 
CHOQUE ANTIGÊNICO, NO 
DESENVOL VIMENTO DAS

MUDANÇAS
ELETROFISIOLÓGICAS QUE 
OCORREM NOS NEURÔNIOS

GANGLIONARES
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1. INTRODUÇÃO

Como citado no Capítulo II, durante o choque antigênico uma larga 

variedade de mediadores inflamatórios são liberados pelos mastócitos presentes 

no SCG de cobaios sensibilizados ativamente (WEINREICH & UNDEM,1987; 

CHRISTIAN et al.,1989; UNDEM et al.,1990; WEINREICH et al.,1992).

Dessa forma, tem crescido continuamente o interesse pelo estudo do 

papel dos mesmos nos processos fisiológicos e fisiopatológicos ligados à alergia 

e a inflamação. Essas moléculas são química e biologicamente diferentes, 

liberadas por um longo período de tempo, gerando tanto as reações alérgicas 

imediatas como as tardias, e possuem também a capacidade de induzir muitas, se 

não todas, as mudanças fisiopatológicas vistas na asma (KALINER,1980). 

Destas, aquela mais antigamente conhecida é a histamina. A histamina constitui o 

principal neurotransmissor liberado pelos mastócitos ativados por uma variedade 

de estímulos (WADA et al.,1991). Sua liberação ocorre dentro de 30-45 

segundos após o estimulo liberador, e sua ação na vascularização local se inicia 

entre 1-5 minutos (THEOHARIDES,1989).

O importante papel da histamina nos processos inflamatórios tem sido 

reconhecido desde os trabalhos pioneiros de DALE nas primeiras décadas deste 

século. DALE & LAIDLAW (1911; 1919), demonstraram que a reação anafilática 

é uma consequência direta da combinação de um dado antígeno com um tecido 

sensibilizado pela presença de anticorpos específicos ao antígeno. DALE & 

LAIDLAW comprovaram também que a histamina, quer aplicada in vitro 

(músculo liso), quer in vivo, imitava os efeitos da reação anafilática. Na mesma 

época, ABDEL & KUBOTA (1919) demonstraram a presença da histamina em 

vários tecidos. Em seguida, BEST et al.(1927) demonstraram uma alta 

concentração de histamina no tecido pulmonar, e BARTOSCH et al.(1932) 

comprovaram que a estimulação do tecido pulmonar sensibilizado libera 
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histamina quando colocado em presença do antígeno. Por outro lado, LEWIS & 

GRANT (1924) demonstraram que a injeção de histamina na pele reproduzia a 

reação tríplice de lesão da pele.

O papel da histamina nas reações inflamatórias foi mais substanciado 

ainda quando RILEY & WEST (1953) documentaram o papel dos mastócitos 

como armazenadores de histamina, o que permitiu o estudo molecular de como o 

estímulo imunológico leva à liberação da histamina, bem como as comparações 

mais elaboradas entre a reação anafilática e os efeitos da histamina. Assim, no 

trato gastrointestinal dos mamíferos, um local do organismo muito rico em 

mastócitos e onde se encontra concentrada grande número de células de 

importância imunológica (BIENENSTOCK, 1992) a comparação da apresentação 

do antígeno com os efeitos da injeção direta da histamina tem demonstrado 

grande similaridade. Tanto a apresentação do antígeno quanto a administração de 

histamina a um dado segmento do intestino, promovem uma resposta que se 

caracteriza por aumento da secreção e ativação da musculatura lisa intestinal com 

estabelecimento de um vigoroso peristaltismo que esvazia, rapidamente, o 

conteúdo do segmento para porções mais distais do intestino. A nível dos 

neurônios do plexo entérico que controlam a motilidade intestinal às 

respostas ao antígeno e à histamina também são muito parecidas. Ambos 

promovem uma resposta que se caracteriza por despolarização da membrana e 

aumento da resistência elétrica de entrada da mesma e o consequente aumento da 

excitabilidade do neurônio. Esses efeitos da histamina e do antígeno foram 

reproduzidos pela substancia dimaprit, agonista com especificidade para o 

receptor H2 da histamina e bloqueados pela cimetidina, antagonista de H2 

(WOOD,1992).

No coração de cobaio, a histamina e o antígeno também provocaram 

efeitos similares e intensos (LEVI & ZAVEC,1979). Eles induziram taquicardia, 

dissociação atrioventricular e geração de focos ectópicos ventriculares. Esses 
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efeitos foram parcialmente antagonizados pela cimetidina. Além dessas ações no 

intestino e no coração, a histamina tem efeitos importantes no ANS.

Além do papel mediador da histamina em reações alérgicas e 

inflamatórias, a ela são atribuídas funções reguladoras (modificadoras do efeito 

de outros mediadores) ou moduladoras (DALE & FOREMAN,1989). Entre elas 

se situam um efeito pro-inflamatório em eosinófilos e efeitos anti-inflamatórios 

em basófilos (inibição da liberação de histamina)(TUNG et al.,1982) e em 

linfócitos (inibição da proliferação de linfócitos T).

O estudo do sistema histaminérgico, até os nossos dias, revelou que a 

histamina atua através de 3 tipos de receptores : Hb H2 e H3 (BLACK et al.,1972; 

ARRANG et al.,1983; HILL,1990), já existindo agonistas e antagonistas 

específicos para os mesmos. A existência de mais de um tipo específico de 

receptor para a histamina foi inicialmente proposta por ASH & SCHILD (1966) 

após a observação de que alguns dos efeitos conhecidos da histamina, tais como 

a secreção gástrica ácida e o relaxamento uterino, não podiam ser bloqueados 

pelos anti-histamínicos convencionais.

Em 1972, BLACK et al., sintetizaram um composto, a burimamida, que 

competitiva e seletivamente bloqueou a secreção gástrica ácida e o relaxamento 

uterino. Esses receptores antagonizados pela burimamida foram designados 

receptores H2. Um terceiro tipo de receptor específico para a histamina foi 

descoberto por ARRANG et al.(l 983) e tem sido subsequentemente confirmado 

por estudos envolvendo o uso de agonistas e antagonistas seletivos (ARRANG et 

al.,1987; SCHWARTZ et al.,1990).

O uso desses antagonistas tem contribuído para esclarecer o papel da 

histamina como mediador inflamatório. Esses antagonistas têm se mostrado 

eficazes no bloqueio das ações da histamina in vitro e da histamina exógena zTz 

vivo. Contudo, nos processos alérgicos e inflamatórios zw vitro e in vivo, as ações 

dos antagonistas da histamina têm sido bem menos eficazes (WHITE & 
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KALINER,1988a,b). Em alguns processos inflamatórios in vitro, o bloqueio se 

verifica apenas para o efeito que ocorre nos minutos iniciais subsequentes à 

reação anafilática.

Em algumas doenças inflamatórias da pele os anti-histamínicos (anti-H] 

ou melhor a combinação anti-H i e anti-H2) são mais eficazes (como na dermatite 

atópica e em algumas urticárias), mas isso é mais uma exceção à regra. Essa falta 

de eficácia dos anti-histamínicos é atribuída ao fato de que a histamina é apenas 

um entre muitos mediadores importantes nos processos alérgicos e inflamatórios 

(DALE & FOREMAN,1989).

Dentre outros grupos de substancias envolvidas na mediação dos 

processos alérgicos e inflamatórios liberados pelos mastócitos ativados, estão 

aqueles derivados do ácido aracdônico, os eicosanóides (de importância a 

prostaciclina, algumas PGs, peptidoleucotrienos e os ácidos eicosatetraenóicos) 

(ROBERTS II et ah, 1979; OKANO et al., 1985).

O ácido aracdônico, é um ácido graxo poli-insaturado que pode ser 

obtido diretamente da dieta e do alongamento da cadeia do ácido linoleico 

dietético. É transportado no sangue, ligado à albumina, sendo incorporado como 

um componente estrutural dos fosfolipídeos da membrana celular e de outras 

estruturas subcelulares de todos os tecidos corporais (RAMWELL et al.,1977). 

Pode ser liberado da membrana celular pela ação de enzimas do grupo das 

fosfolipases (fosfolipase A2), que são ativadas por diversos tipos de estímulos, 

inclusive estímulos inflamatórios (FLOWER & BACKWELL,1976; 

VONKEMAN & VAN DORP,1968). O ácido aracdônico livre pode então, sofrer 

a ação de enzimas ciclo-oxigenases convertendo-se em PGs e TXs, ou a ação de 

enzimas lipo-oxigenases transformando-se em produtos tais como os LTs.

As PGs são derivados ciclopentanos, formados a partir de ácidos 

graxos poli-insaturados, por muitos tecidos de mamíferos e por tecidos de 

vertebrados inferiores e certos invertebrados. A simples estimulação pode levar a 
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geração de PGs, como se verifica nos pulmões (PIPER & VANE,1971), no baço 

(GRYGLEWSKI & VANE,1972) e nas plaquetas (SALZMAN et al.,1976). 

Também podem ser liberadas por mastócitos (ROBERTS II et al., 1979; 1980). 

Elas modulam um certo número de estímulos hormonais, neuro-hormonais, 

além de outros estímulos, e possuem uma variedade de ações farmacológicas.

Foram primeiramente descritas nas glândulas genitais acessórias e no 

semên humano, independentemente por GOLDBLATT (1933) e VON EULER 

(1934). Vários anos depois, BERGSTRÕM & SJÕVALL (1960) isolaram em 

forma pura a PGEj e a PGFla, e posteriormente, várias outras PGs estáveis foram 

isoladas (BERGSTRÕM et aL, 1963; MITCHELL et al.,1978).

As enzimas que sintetizam as PGs estão presentes em muitos dos 

órgãos até então estudados, exceto os eritrócitos (CHRIST & VAN 

DORP,1972), mas alguns tecidos, como as vesículas seminais, rins e pulmões, 

possuem maior capacidade que outros para sintetizá-las.

A cascata dos metabólitos do ácido aracdônico que leva à formação 

das PGs, se inicia com a oxigenação e a ciclização do ácido graxo, pela ação da 

ciclo-oxigenase, para formar a endoperoxidase PGG2. Esta é então, convertida a 

PGH2, que por sua vez, é quebrada enzimática ou não-enzimáticamente em 

substancias estáveis como a PGE2, PGF2a e a PGD2.

As PGs endoperoxidases (PGG2 e PGH2) (SAMUELSSON,1965; 

HAMBERG & SAMUELSSON,1973; HAMBERG et al.,1974a) são também 

transformadas enzimáticamente, em dois outros produtos instáveis, a 

prostaciclina (PGI2), pela ação da prostaciclina sintetase, e o tromboxano A2 

(TXA2), pela tromboxano sintetase. Tais produtos foram descritos numa larga 

variedade de tecidos (veja : MONCADA & VANE.,1979).

Foi inicialmente imaginado, que dos metabólitos do ácido aracdônico 

quimicamente identificados, os que apresentavam substancial atividade biológica 

seriam a PGE2 e a PGF2a. Contudo, desde 1973, têm ocorrido importantes 
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descobertas sobre a natureza dos intermediários do metabolismo do ácido 

aracdônico. Essas substancias, que incluem as PGs endoperoxidases (PGG2 e 

PGH2), TXA2 e PGI2 são instáveis, mas apresentam potentes atividades 

biológicas.

PGs endoperoxidases são fortes indutores da agregação plaquetária 

(HAMBERG et al., 1974a), e contraem o músculo liso vascular, gastrointestinal e 

bronquial (HAMBERG et al., 1975a; KADOWITZ et al.,1977; MONCADA et 

al.,1978) in vitro. No músculo liso gastrointestinal, as ações das PGs 

endoperoxidases não são qualitativamente diferentes daquelas das estáveis PGE2 

e PGF2a (HAMBERG et al., 1975a; MONCADA et al.,1978), mas no músculo 

traqueal do cobaio, as endoperoxidases são várias vezes mais potente que a 

PGF2a (HAMBERG et al., 1975a). Em fatias de músculo liso vascular como em 

tiras de aorta de coelho (NEEDLEMAN et al.,1976), artérias cerebrais bovinas 

(ELLIS et al.,1977), artéria umbilical humana (TUVEMO et al.,1976) e veias 

intrapulmonares de cães (KADOWITZ et al.,1977), as PGs endoperoxidases 

induzem contração como um efeito direto. Em alguns tecidos, a contração pode 

ser parcialmente devida a conversão das mesmas em TXA2, uma vez que a 

tromboxano sintetase tem sido demonstrada na artéria umbilical (TUVEMO et 

al.,1976). Em outras fatias vasculares, como aquelas de coronária bovina 

(KULKARNI et al.,1976; DUSTING et al., 1977a) e artéria celíaca e mesentérica 

de coelho (BUNTING et al.,1976), as endoperoxidases induzem relaxamento ou 

uma contração de curta duração, seguida por relaxamento. PGG2 e PGH2, também 

relaxam fatias isoladas de dueto arteriosos de carneiro, mas são menos 

ativas que a PGE2 (COCEANI et al.,1978). Além disso, na preparação 

Langendorff de coração isolado de coelho, PGH2 induz vasoconstrição coronária 

(NEEDLEMAN et al.,1978), a qual é algumas vezes seguida por uma 

vasodilatação (SCHROR et al.,1978).

In vivo, PGH2 induz principalmente vasodilatação que é comparável 
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aquela produzida por PGE2 ou vasodilatação precedida por vasoconstrição de 

curta duração. Esses efeitos ocorrem nas redes vasculares do mesentério 

(PAUSTIAN et al.,1977; SVENSSON & FREDHOLM,1977; DUSTTNG et 

al., 1978a; FEIGEN et al.,1978), dos membros posteriores (SVENSSON & 

FREDHOLM,1977; DUSTTNG et al., 1978a), da coronária (DUSTTNG et 

al., 1978b; HYMAN et al.,1978) e dos rins (FEIGEN et al.,1978) de cães e gatos, 

e na microcirculação da bolsa facial do hamster (LEWIS et al.,1977; HIGGS et 

al.,1978). Na rede vascular pulmonar do cão e do gato, PGH2 é um 

vasoconstrictor (HYMAN et al.,1977; KADOWITZ et al.,1977). PGG2 e PGH2 

aumentam a pressão de inflação traqueal quando administradas intravenosamente 

no cobaio (HAMBERG et al., 1975a), sendo 5 a 10 vezes mais ativas que a 

PGF2a. Contudo quando administradas via aerosol, elas produzem um aumento 

menor que a PGF2a (HAMBERG et al., 1975a). Em adição, alguns pesquisadores 

têm indicado que as PGs endoperoxidases ou seus análogos estáveis têm efeitos 

semelhantes a PGE2, potenciando os efeitos pró-inflamatórios de outros 

mediadores (VANE, 1976).

PGD2, juntamente com a PGF2a e a PGE2 (seu isômero mais bem 

estudado), é um produto natural derivado da endoperoxidase PGH2, que quando 

colocada em solução aquosa a 37°C, enzimática ou não-enzimáticamente se 

decompõe numa mistura de PGE2 e PGD2 (GRANSTRÔM et al.,1968; 

NUGTEREN & CHRIST-HAZELHOF,1973; HAMBERG & 

SAMUELSSON,1973; HAMBERG et al., 1974a; 1975a; NUGTEREN & 

CHRIST-HAZELHOF,1980; COLEMAN et al.,1990). As duas enzimas 

envolvidas, a PGD2 isomerase e PGD2 sintetase, se encontram presentes no 

citosol.

A produção de PGD2 ocorre numa variedade de células como os 

macrófagos, plaquetas e mastócitos, com níveis particularmente altos em células 

cerebrais (FLOWER et al.,1973; BLACKWELL et al.,1975; TAI et al.,1976;
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FREDHOLM & HAMBERG, 1976; KINGSTON & GREAVES,1976; PACE- 

ASCIAK & NASHAT,1976; DAWSON et al.,1976; OELZ et al.,1977; 

ADKINSON et al.,1980; SCHULMAN et al.,1981; LEWIS et al., 1982; PETERS 

et al.,1982; ROBINSON et al.,1984; HOLGATE et al.,1984; BENYON et 

al., 1987b). PGD2 também tem sido obtida pela incubação do ácido aracdônico 

com microssomas da glândula vesicular do carneiro (WLODAWER & 

SAMUELSSON,1973).

Ao contrário dos efeitos farmacológicos potentes e diversificados da 

PGF2a e fia PGE2, a PGD2 foi originalmente reportada como um produto inativo 

da PGH2 (NUGTEREN & CHRIST-HAZELHOF,1973). Tal observação foi 

demonstrada tanto in vivo como in vitro. Entretanto, trabalhos posteriores têm 

acumulado uma vasta gama de evidências que a tomam responsável por uma 

variedade de atividades farmacológicas em um número de diferentes sistemas, 

incluindo o da coagulação sanguínea, o cardiovascular e o pulmonar (MILLS & 

MacFARLANE, 1974; HORTON & JONES,1974; NISHIZAWA et al.,1975; 

HAMBERG et al., 1975a).

Da mesma forma que a PGE] (KLOEZE,1967) e a PGI2 (MONCADA 

et al.,1976), a PGD2 apresenta-se como um potente inibidor da agregação 

plaquetária, em várias espécies, induzida tanto pela adenosina difosfato (ADP) 

como pelo colágeno (MILLS & MacFARLANE, 1974; NISHIZAWA et al.,1975; 

WHITTLE et al.,1978). Além disso, PGD2 também aumenta os níveis de cAMP 

plaquetários (MILLS & MacFARLANE, 1974; TATESON et al.,1977; 

WHITTLE et al.,1978). Contudo, os receptores plaquetários que mediam as 

respostas da PGD2, parecem ser diferentes daqueles da PGEi e PGI2.

Na musculatura lisa vascular, os efeitos da PGD2 variam com a 

espécie e com a rede e o tônus vascular. Em muitas espécies, a infusão sistêmica 

causa um efeito vasodepressor global. Uma diminuição da pressão sanguínea e da 

resistência vascular total ocorre em ratos (ARMSTRONG et al.,1976), cães 
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(WASSERMAN et al.,1977; ANGERIO et al.,1977), gatos (HEMKER & 

AIKEN,1980), macacos (WHITTLE et al.,1983) e no homem (NAKAGAWA et 

al.,1981). No cobaio, PGD2 produz uma queda transitória na pressão sanguínea, 

que é seguida por um efeito pressor (HAMBERG et al., 1975a) e no carneiro, 

coelho e porco, ela produz sómente um efeito pressor (HORTON & 

JONES,1974; JONES, 1976; 1978). PGD2, também aumenta a pressão na artéria 

pulmonar em cães (WASSERMAN et al.,1977; ANGERIO et al.,1977) e em 

macacos (WHITTLE et al.,1983), e diminui o fluxo sanguíneo mesentérico em 

cães, mas aumenta o fluxo renal (FEIGEN et al.,1977; CHAPNICK et al.,1978) 

Contudo, em ratos, PGD2 sistêmica causa redução no fluxo sanguíneo renal 

(GERBER & NIES,1979), e em cobaios, tem sido reportado uma 

resposta bifásica, ou seja, uma vasoconstricção inicial que é seguida por 

uma prolongada vasodilatação (BEDWANI et al.,1983).

Em muitas preparações de músculo liso vascular atônico isolados, a 

PGD2 produz uma vasocontricção, como ocorre nas artérias cerebrais, coronárias, 

renais e femorais de cão (TODA, 1982), artérias cerebrais de felinos (USKI & 

ANDERSON,1984), veia intrapulmonar canina e bovina (GRUETTER et 

al.,1978) e artéria coronária humana (ROBERTSON et al., 1985).

Essa diversidade de efeitos da PGD2 sobre a musculatura lisa vascular, 

é devida provavelmente a presença de diferentes receptores, para a contração e o 

relaxamento (CHAPNICK et al.,1978). Nesse contexto, TODA (1982) sugeriu 

que a resposta de um dado vaso a PGD2 dependería da densidade relativa desses 

receptores naquele tecido.

Em músculo liso não vascular, in vitro, PGD2 produz contração em 

fatias de traquéia de cobaios (embora relaxamento seja observado em altas 

doses), sendo bem mais ativa que a PGF2a (HAMBERG et al., 1975a; COPAS et 

al.,1981), e de fatias do parênquima pulmonar (SCHNEIDER & 

DRAZEN,1980). In vivo, a infusão intra-venosa ou a inalação por aerosol 
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aumenta a resistência pulmonar e diminui a complascência em cobaios 

(HAMBERG et al, 1975a; COLEMAN et al.,1981), cães (WASSERMAN et 

al.,1977) e macacos (PATTERSON et al,1980). Efeitos semelhantes são 

encontrados no homem, onde a PGD2 contrai anéis isolados de brônquio 

(BLACK et al,1986) e bronquíolos (FINNEY et al,1985), e quando inalada, 

PGD2 produz uma significante queda na condutância das vias áereas (HARDY et 

al,1984).

PGD2 produzida por mastócitos pulmonares humanos, é um potente 

broncoconstrictor in vivo (HARDY et al,1984) e pode, além de atuar de maneira 

sinérgica com outros mediadores broncoespásticos e inflamatórios (GOETZL et 

al.,1979; PATTERSON et al.,1980; SOTER et al,1983) provocar a liberação 

desses mediadores por outras células pulmonares (PETERS et al,1984). Em 

adição, PGD2 também potência a broncoconstricção produzida pela histamina 

administrada por inalação (FULLER et al,1984). Por outro lado, os trabalhos de 

WASSERMAN et al.(1977) mostraram que a PGD2 é mais ativa que a PGF2a 

como um broncoconstrictor, em diminuir a complacência dinâmica pulmonar, o 

volume tidal e a velocidade do fluxo áereo expiratório, bem como em elevar a 

resistência pulmonar. Essas observações sugerem pois, que a PGD2 se encontra 

entre os possíveis mediadores da resposta precoce da asma.

No músculo liso intestinal, o efeito da PGD2 também varia 

consideravelmente com a espécie. Ela contrai o jejuno de coelho (HORTON & 

JONES,1974) e o íleo longitudinal do cobaio (BENNETT et al.,1980). Por outro 

lado, relaxa fatias do miométrio humano (SANGER et al,1982) e o oviduto de 

coelho, embora este último seja, algumas vezes, precedido por uma contração 

(HORTON & JONES,1974).

A presença de PGs (E2, D2 e F2a) no tecido cerebral, foi primeiramente 

demonstrado por SAMUELSSON (1964) e a seguir confirmado por outros 

autores (RAMWELL & SHAW,1966; NICOSIA & GALLI,1975; WOLFE et 
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al.,1976a,b). A determinação de grandes quantidades de PGD2 no cérebro de rato 

(ABDEL-HALIM et al.,1977) levou a suposição de que a mesma podería 

atuar como um possível neuromodulador nessa espécie (SHIMIZU et al.,1979; 

ARISAWA et al.,1983; TASAKA et al.,1983; MITSUMA & NAGIMORI,1984). 

Em adição, SHIMIZU et al.(1979) mostraram uma alta atividade da enzima PGD 

sintetase no hipocampo e no tálamo. Tal atividade foi no mínimo 40 vezes maior 

nos neuroblastomas que nos gliomas, o que sugere um significativo papel da 

PGD2 na função neural. Esses pesquisadores também demonstraram que a PGD2 

é um específico e potente ativador da adenilato ciclase em cultura de 

neuroblastomas. Assim, essas observações de um efeito da PGD2 em cultura de 

tecido nervoso, juntamente com aquelas de que o homogenato de cérebro contém 

substancial quantidade de PGD2 (ABDEL-HALIM et al.,1977) aumentam a 

possibilidade de que a mesma possa modular a função nervosa no CNS.

A ação da PGD2 na neurotransmissão também tem sido estudada. 

HEMKER & AIKEN (1980) demonstraram em gatos anestesiados que a PGE2 e 

PGI2, administradas via i.a., produziram um aumento na amplitude da contração 

da membrana nictante, produzida pela estimulação nervosa, enquanto, a PGD2 

produziu uma diminuição. Segundo esses autores, essa depressão na 

neurotransmissão simpática, provavelmente se deve a uma diminuição na 

liberação do neurotransmissor, o que sugere que a PGD2 modula a 

neurotransmissão através de um efeito nos terminais nervosos simpáticos.

No CNS a PGD2 também produz sono. A injeção intravenosa de PGD2 

no macaco, produziu um efeito sedativo, sem signifícantes eventos 

cardiovasculares (ELLIS et al., 1979; HAYAISHI et al.,1987). Por outro lado, 

várias evidências têm demonstrado que no cérebro, a PGD2 possui efeitos que 

são opostos àqueles do seu isômero mais bem estudado, a PGE2.

Assim, enquanto a PGD2 baixa a temperatura corporal, a PGE2 a 

aumenta (UENO et al.,1982), por outro lado, PGE2 estimula a secreção do LHRH 
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e a PGD2 a suprime (KINOSHITA et al.,1982) Além disso, HAYAISHI & 

MATSUMURA (1995) tem sugerido que essas duas PGs podem estar entre as 

principais substancias endógenas reguladoras do sono numa variedade de 

espécies - no rato, cachorro, coelho, macaco e talvez até mesmo no homem - com 

a PGD2 induzindo o sono e a PGE2 a vigília. Essas observações podem ter mais 

que uma simples relevância acadêmica, uma vez que níveis de PGD2 se 

encontram marcadamente elevados no fluído cérebro espinhal de pacientes com 

avançada doença do sono (PENTREATH et al.,1990).

A PGD2 também atua inibindo a proliferação celular, o ácido 

desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid, DNA), o ácido ribonucleico 

(ribonucleic acid, RNA) e a síntese proteica em várias linhagens de células 

leucêmicas de ratos e de humanos (FUKUSHIMA et al.,1982; SLMMET & 

JAFFE,1983). Essa divergência de efeitos da PGD2 pode ser explicada pela sua 

interação com diferentes receptores para as PGs (PGF2cc) e TXs (TXA2) (JONES 

et al.,1982; NARUMIYA & TODA, 1985; HAMID-BLOOMFIELD & 

WHITTLE, 1986), além da interação com seus próprios receptores.

Os Txs têm sido identificados em uma variedade de tecidos, incluindo 

as plaquetas (HAMBERG & SAMUELSSON, 1974b; HAMBERG et 

al., 1974b; 1975b), pulmões (HAMBERG & SAMUELSSON, 1974a; DAWSON 

et al.,1976); baço, polimorfonucleares (SAMUELSSON, 1976; HIGGS et 

al.,1976), cérebro (WOLFE et al., 1976b) e granuloma inflamatório (CHANG et 

al.,1977). Eles apresentam um papel fisiológico na homeostase normal e 

são de considerável interesse fisiopatológico em doenças trombo-embólicas e 

reações anafiláticas.

TXs são obtidos rapidamente, a partir das endoperoxidases (PGG2 e 

PGH2), por uma enzima microssomal plaquetária (BUNTING et al.,1976; 

NEEDLEMAN et al.,1976) a tromboxano sintetase (MONCADA et al.,1976; 

NEEDLEMAN et al.,1976), que as transforma no composto altamente instável, o 
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TXA2 (HAMBERG et al., 1974b), o qual é degradado a um composto estável, 

mas biologicamente inativo, o tromboxano B2 (TXB2).

O TXA2 é um potente indutor da agregação plaquetária, da reação de 

liberação de plaquetas (HAMBERG et al., 1975b; SVENSSON & 

HAMBERG, 1976; MONCADA & VANE,1977) e potente constrictor da 

musculatura lisa, sendo originalmente descrito como substancia contraturante da 

aorta de coelho (PIPER & VANE, 1969; 1971). TXA2 é geralmente, mais potente 

em contrair a musculatura lisa vascular e as vias áereas in vitro, que as parentes 

endoperoxidases. Tais tecidos incluem a aorta de coelho (MONCADA et 

al.,1976; NEEDLEMAN et al.,1976), artéria umbilical humana (TUVEMO et 

al.,1976), traqueia de cobaio (HAMBERG et al., 1975a), artéria coronária bovina 

e de cobaio (SVENSSON & HAMBERG, 1976; DUSTING, et al.,1977a,b), 

artérias cerebrais bovinas (ELLIS et al.,1977) e dueto arterioso de carneiro 

(COCEANI et al.,1978).

In vivo, TXA2 é um potente constrictor de redes vasculares em cães 

(DUSTING et al., 1978a) e gatos (SVENSSON & FREDHOLM, 1977) e, além 

disso, aumenta a pressão de inflação traqueal em cobaios anastesiados 

(HAMBERG et al., 1975a).

A PGI2, foi originalmente chamada PGX (BUNTING et al.,1976; 

GRYGLEWSKI et al.,1976; MONCADA et al.,1976) e posteriormente 

identificada quimicamente por JOHNSON et al.(1976). É sintetizada por tecidos 

vasculares de todas as espécies, até então estudadas, incluindo o coelho, o boi e o 

homem (BUNTING et al.,1976; 1977; MONCADA et al.,1977), e é o principal 

produto metabólico do ácido aracdônico no tecido vascular isolado (JOHNSON 

et al.,1976; SALMON et al.,1978). Além do tecido vascular, ela também pode 

ser encontrada numa grande variedade de tecidos (veja : MONCADA & 

VANE, 1979).

A PGI2 é o mais potente inibidor endógeno da agregação plaquetária,
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já descoberto. E 30 a 40 vezes mais potente que a PGEi (MONCADA & 

VANE,1977) e mais de 1000 vezes mais ativa que a adenosina (BORN,1962). In 

vivo, a PGI2 aplicada localmente em baixas concentrações inibe a formação de 

trombos, devido a ADP, na microcirculação da bolsa facial do hamster (HIGGS 

et al.,1977), e administrada sistemicamente ao coelho, previne a formação de 

trombos induzidos elétricamente, na artéria carótida e aumenta o tempo de 

sangramento (UBATUBA et al.,1979). Em cães anestesiados, PGI2 em doses 

variando entre 50 a 100 ng/kg/min., é hipotensiva (ARMSTRONG et al.,1977), e 

bradicardia tem sido observada seguindo a hipotensão (ARMSTRONG et 

al.,1977; DUSTING et al., 1978b). PGI2, é também um potente vasodilatador da 

circulação mesentérica e dos membros posteriores do cão (onde TXA2 é um 

vasoconstrictor)(DUSTING et al., 1978a) e no lado pré-capilar da 

microcirculação da bolsa facial do hamster (HIGGS et al.,1979), onde ela 

também reverte a vasoconstricção induzida pela E. Na circulação pulmonar do 

cão, PGI2 é o único produto do ácido aracdônico que produz potente 

vasodilatação (KADOWITZ et al.,1977; MULLANE et al.,1979). Ela também 

dilata a rede vascular pulmonar, onde sua potência é maior que aquela da PGE], 

mas menor que a da PGE2 (LEFFLER & HESSLER,1979). A PGI2 também induz 

vasodilatação e hipotensão no homem, quando administrada tanto por inalação 

como intravenosamente (GRYGLEWSKI et al.,1978; SZCZEKLIK et al.,1978; 

O’GRADY et al., 1980), o que é acompanhado por taquicardia.

PGI2 in vitro, relaxa muitas fatias vasculares, incluindo artérias celíaca 

e mesentérica de coelho (BUNTING et al.,1976), artéria coronária bovina 

(DUSTING et al., 1977a; NEEDLEMAN et al.,1978), artérias cerebrais humanas 

(BOULLIN et al.,1979) e o dueto arterioso do carneiro (COCEANI et al.,1978). 

As exceções incluem algumas fatias de tecido venoso de rato e veia safena 

isolada do homem (LEVY,1978), as quais são fracamente contraídas pela PGI2.

Os LTs constituem um grupo de mediadores derivados do ácido 
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aracdônico pela ação de enzimas lipo-oxigenases (SAMUELSSON, 1983). São 

formados pela transformação do ácido aracdônico em um intermediário instável, 

leucotrieno A4 (LTA4)(ROUZER et al.,1986), o qual pode ser convertido 

enzimaticamente por hidratação a leucotrieno B4 (LTB4) (BORGEAT & 

SAMUELSSON, 1979; COREY et al.,1980), e por adição de glutation a 

leucotrieno C4 (LTC4) (MURPHY et al.,1979). Este último é então, metabolizado 

a leucotrieno D4 (LTD4) (MORRIS et al.,1980) e E4 (LTE4) (LEWIS et al.,1980), 

por sucessiva eliminação do resíduo y-glutamil e glicina.

Os Lts possuem propriedades biológicas que indicam que os mesmos 

têm potencial para serem importantes mediadores de processos inflamatórios 

(FORD-HUTCHINSON,1985). Evidências para o envolvimento de LTs em 

condições patológicas, incluindo doenças tais como asma (BRAY et al.,1981; 

JONES et al.,1982; MAROM et al.,1982; WEISS et al.,1983; DRAZEN & 

AUSTEN,1987; OKUBO et al.,1987; LAM et al.,1988; FERRERI et al.,1988; 

WARDLAW et al.,1989), psoríase (FORD-HUTCHINSON & 

RACKHAM,1983; GREAVES,1983; BRAIN et al., 1984; 1985; KRAGBALLE et 

al.,1985), colites ulcerativas (SHARON & STENSON,1984; PESKAR et 

al.,1986; LAURITSEN et al.,1986), artrite reumatóide (KLICKSTEIN et 

al.,1980; DAVIDSON et al.,1983) e gôta (RAE et al.,1982) vêm se acumulando.

LTB4 se encontra envolvido na mediação da resposta inflamatória, 

através de 4 mecanismos ; (i) é um potente agente quimiotático para leucócitos 

polimorfonucleares (SMTTH et al.,1980; BHATTACHERJEE et al.,1981; BRAY 

et al.,1981); (ii) é um mediador de mudanças na permeabilidade vascular 

(WEDMORE & WILLIAMS, 1980; BRAY et al.,1981); (iii) é um mediador de 

mudanças no fluxo sanguíneo (BRAY et al.,1981), e (iv) é um modulador das 

respostas dolorosas (RACKHAM & FORD-HUTCHINSON, 1983). Dessa forma, 

LTB4 produz adesão e movimento quimiotático de leucócitos (DAHLÉN et 

al.,1980) e estimula agregação (FORD-HUTCHINSON et al.,1980;
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MALMSTEN et al.,1980), liberação de enzimas, e geração de superóxido em 

neutrófilos humanos (PALMBLAD et al.,1981) e pode ter também atividade 

ionofórica (SERHAN et al., 1982).

LTB4 é ainda, espasmogênico da musculatura lisa das vias aéreas, mas 

evoca a resposta indiretamente via a biossíntese dos produtos constrictores da 

ciclo-oxigenase (SIROIS et al.,1981). Também pode ter um papel no mecanismo 

da hiperresponsividade bronquial (FABBRI et al.,1984). Nas vias aéreas, LTB4 e 

outros Lts, parecem estimular a secreção de muco (MAROM et al.,1982).

LTC4 e LTD4, e em menor extensão LTE4, são potentes agentes 

espasmogênicos da musculatura lisa não-vascular (DRAZEN et al.,1980), e 

coletivamente contribuem para a atividade biológica conhecida como SRS-A 

(slow reacting substance of anaphylaxis) (SAMUELSSON,1983). Tais Lts são 

potentes broncoconstrictores em várias espécies, incluindo o homem, com efeitos
_____ r

específicos nas vias aéreas superiores (DAHLEN et al.,1980; HEDQVIST et 

al.,1980; SMEDEGARD et al.,1982; WEISS et al.,1982), sendo assim, os 

principais mediadores da anafilaxia das vias aéreas. Quando liberados do tecido 

pulmonar de indivíduos asmáticos expostos ao alérgeno específico, têm um papel 

fisiopatológico nas reações de hipersensibilidade imediata. Esses LTs, bem como 

o LTB4, apresentam efeito pró-inflamatório.

Em adição, eles apresentam outras propriedades que podem ser 

importantes em têrmos da mediação de processos inflamatórios, como aquela de 

produzir mudanças no fluxo sanguíneo (BISGAARD et al.,1982) e aumento da 

permeabilidade vascular (FORD-HUTCHINSON,1983).

Também podem ter efeitos sobre a função dos leucócitos, aumentado a 

aderência de neutrófilos e mediando a liberação de mediadores inflamatórios a 

partir de macrófagos (SCHENKELAARS & BONTA,1983). São capazes de 

evocar respostas mecânicas pulmonares broncoconstrictoras após a infusão 

intravenosa (LEITCH et al., 1983a) bem como pela simples inalação (LEITCH et 
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al., 1983b). São também potentes vasoconstrictores e apresentam efeito inotrópico 

negativo sobre as contrações.

O Fator de Ativação Plaquetária (PAF; l-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3- 

phosphocholine), outro composto liberado pelos mastócitos ativados 

(TRIGGIANI et al.,1992), é o mediador lipídico mais potente já descoberto. Foi 

sintetizado por GODFROID et al.(1980), e assim denominado por 

BENVENISTE et al.(1972), por ser uma substancia capaz de ativar as plaquetas.

Pela alta potência e similaridade de ação com alguns processos 

inflamatórios e pela sua capacidade de imitar a maioria das ações inflamatórias, 

tem se despontado como um importante candidato a mediador dos processos 

imunes e inflamatórios (CAMUSSI et al.,1990; HOSFORD et al.,1990; 

SNYDER.,1990; ARCHER, 1993; MARTIN et al.,1994).

É produzido por celúlas inflamatórias ativadas, como os 

monócitos/macrófagos, mastócitos, plaquetas, neutrófilos, eosinófilos e células 

endoteliais (veja as revisões : HOSFORD et al.,1990; CAMUSSI et al.,1990; 

BORISH & JOSEPH,1992).

Suas ações são exercidas através da atividade de receptores 

específicos, encontrados numa grande variedade de tecidos e, o processo de 

transdução do sinal induzido por ele parece ser modulado por proteínas G, o que 

ocorre tanto nas plaquetas humanas como nas de coelho 

(HWANG,1990).

PAF é conhecido como estimulando um largo espectro de respostas 

biológicas, variando desde a agregação e degranulação das plaquetas e 

neutrófilos, até uma variedade de efeitos celulares envolvendo a estimulação da 

quimiotaxia; formação de superóxido; fosforilação proteica; ativação da PKC, 

ácido aracdônico e metabólitos fosfoinositois; glicogenólise, e produção de Fator 

de Necrose Tumoral (Tumour Necrosis Factor; TNF) (SNYDER, 1990).

Obviamente, com tal diversidade de atividades biológicas, não é 
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surpreendente que o PAF tenha sido considerado como sendo um componente 

chave em numerosas doenças relacionadas com as respostas inflamatórias e de 

hipersensibilidade.

Nos vasos, o PAF, através de ações diretas e indiretas, promove 

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, provocando eritema e 

edema no local (HUMPHREY et al.,1982). Por causa de sua potente ação 

hipotensora, tem sido considerado como um importante fator na regulação da 

pressão sanguínea (SNYDER, 1990).

No sistema respiratório, é produzido pelas células respiratórias, 

especialmente pelos macrófagos alveolares (MARTIN et al.,1994). Seus efeitos 

se devem principalmente, à ativação plaquetária e incluem broncoespasmo e, 

mais caracteristicamente, uma hiper atividade dos músculos lisos bronquiolares a 

outros agentes (como a histamina), que permanece durante dias após a exposição 

do organismo ao PAF. Dessa forma, no sistema respiratório, os efeitos do PAF 

assumem uma importância físiopatológica especial. Sua capacidade para 

induzir broncoespasmo com obstrução respiratória, inflamação e hiperatividade 

do trato respiratório, o tomam ,o candidato mais ideal a mediador dos fenômenos 

alérgicos da asma (PAGE, 1988; HOSFORD et al.,1990; MASSION & 

FRANS,1992; LEFORT et al.,1992; MARTIN et al.,1994).

O PAF também apresenta importantes efeitos nos rins. A sua 

produção no glomérulo pela infiltração de células inflamatórias ou residentes, 

pode influenciar a expressão clinicopatológica das doenças glomerulares 

(CAMUSSI et al.,1990; EGIDO et al.,1990), enquanto no trato gastrointestinal 

apresenta potentes ações, atuando como mediador da enterocolite necrozante 

(CAPLAN & MACKENDRICK,1994; TRAVIS & JEWELL,1994).

PAF também possui muitas atividades biológicas que são relevantes 

para as patogenias das doenças da velhice. Dados recentes demonstram a sua 

participação em doenças cardiovasculares, tromboembolismo, esquemia cerebral 



140

e doenças neurovegetativas (KROEGEL et al.,1992).

Além de todos os efeitos acima relatados, nos últimos anos, têm se 

intensificado as evidências das ações do PAF no sistema nervoso. Foi 

demonstrado que o mesmo é produzido por células granulares cerebelares em 

cultura e, extraido do tecido cerebral. Além disso, múltiplos receptores para o 

mesmo têm sido demonstrados no tecido nervoso (FEUERSTEIN et al.,1990), 

com enfase no hipotálamo, córtex cerebral e bulbo olfatório de ratos (BITO et 

al.,1993), sendo ainda demonstrado no cérebro de rato, a existência de ácido 

ribonucleico mensageiro (messenger RNA, mRNA) funcional para seus 

receptores (BITO et al.,1992).

PAF tem uma potente ação nos vasos cerebrais e no metabolismo 

quando administrado in vivo, e parece ter um importante papel na modulação da 

função cerebral e em processos fisiopatológicos na esquemia cerebral e trauma 

(FEUERSTEIN et al.,1990), uma vez que é acumulado no cérebro durante 

convulsões ou esquemias (CLARCK et al.,1992).

Também é gerado durante intensa atividade sináptica (CLARCK et 

al.,1992), e BAZAN et al.(1993) encontraram sítios de ligações específicos para 

o PAF nas membranas sinápticas e intracelulares. Utilizando pares de sinapses 

hipocampais, em ratos pós-natais, esses autores mostraram que o PAF aumenta 

especificamente a liberação do neurotransmissor excitatório. Esse efeito na 

transmissão sináptica excitatória pode ser uma etapa crítica na LTP, na 

plasticidade sináptica, formação de memória e na gênese da epilepsia (BAZAN et 

al.,1993; WIERASZKO et al.,1993).

Em adição, KATO et al.(1994) demonstraram evidências de que o 

PAF, atuando em receptores localizados em regiões sinápticas, participa da LTP 

na região CAI de fatias hipocampais de rato, podendo servir como parte de uma 

cascata retrógrada sinalizante. Por outro lado, IZQUIERDO et al.(1995) 

utilizando a infusão de um análogo do PAF (mcPAF) no hipocampo dorsal, na 
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amígdala e no córtex entorrinal do rato, encontraram evidências que dão suporte a 

hipótese de que a memória envolve eventos,tais como a LTP, que são regulados 

pelo PAF.

Outro grupo importante de substancias liberadas pelos mastócitos, é o 

das cininas. O conceito de que as cininas têm papel na pato gênese da alergia não 

é novo. BERALDO (1950), um ano após a descoberta da BK por ROCHA e 

SILVA et al.(1949), sugeriu que a mesma podia ser gerada durante as reações 

anafíláticas. Uma década após, foi novamente sugerido que as cininas podiam ser 

importantes mediadores das doenças inflamatórias (ELLIOT et al.,1960). 

Entretanto, apesar desse interesse precoce na hipótese de que as cininas 

pudessem ser mediadores das reações alérgicas humanas, os 20 anos seguintes 

mostraram poucas evidências consistentes, que pudessem suportar o papel 

desses peptídeos nos eventos dependentes da ativação de mastócitos.

Vários estudos tentaram demonstrar um aumento na geração das 

cininas durante a anafilaxia (BROCKLEHURST & LAHIRI, 1962), asma (ABE et 

al.,1967) e rinites alérgicas (DOLOVICH et al.,1970), mas essas observações 

não foram perseguidas. Entretanto, na última década, tem sido dado um interesse 

renovado sobre o papel das cininas nas doenças alérgicas (PROUD & 

KAPLAN,1988). A geração de cininas tem sido agora demonstrada em reações 

alérgicas em vários tecidos humanos, e se tem ganho compreensão adicional na 

relação existente entre a ativação dos mastócitos e a geração de cininas. Avanços 

também têm sido feitos quanto a delineação da contribuição potencial das cininas 

na fisiopatologia dos eventos alérgicos.

Vários trabalhos têm demonstrado que a geração das cininas em 

eventos alérgicos, ocorre subsequentemente à ativação dos mastócitos e basófilos 

(NACLERIO et al., 1986; PIPKORN et al., 1987a). Nesse ponto, é mais provável 

que a ligação entre a ativação dos mastócitos e a geração das cininas relacione-se 

com a liberação de mediadores vasoativos, tais como a histamina. Esses 
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mediadores aumentam a permeabilidade vascular e permitem o influxo dos 

cininogênios e a ativação da calicreina plasmática.

Assim, anti-histamínicos que antagonizam as ações da histamina nos 

receptores vasculares H] e inibem a liberação da histamina in vivo, são efetivos 

em reduzir a geração de cininas durante as respostas alérgicas imediatas 

(TOGIAS et al.,1986; NACLERIO et al.,1990).

A melhor evidência suportando a possível geração de cininas 

durante os eventos alérgicos foi obtida indiretamente por SMITH et al.(1980). Já 

a primeira evidência direta, foi obtida por PROUD et al.(1983), utilizando um 

modelo de provocação nasal com alérgeno, no qual os mediadores inflamatórios 

podiam ser medidos em secreções recuperadas pela lavagem. Nesse caso, a 

presença de cininas foi altamente relacionada com os níveis de histamina.

Em adição, também tem sido demonstrado que a geração de cininas 

correlaciona-se com a produção de PGD2 e de LTC4, LTD4 e LTE4 (PIPKORN et 

al., 1987b).

Seguindo a demonstração da formação de cininas durante a resposta 

alérgica imediata nas vias áereas superiores, observações análogas têm sido feitas 

em outros órgãos alvo da resposta alérgica (CHRISTIANSEN et al.,1987; 

PROUD et al.,1990).

Está claro que a resposta imediata ao agente alérgeno não reflete 

adequadamente a doença alérgica crônica. Assim, foi de interesse determinar se a 

geração de cininas também ocorria durante as reações alérgicas tardias. Estudos 

nas vias áereas superiores demonstraram claramente que as cininas são 

produzidas durante a resposta tardia, embora em níveis mais baixos que aqueles 

observados durante a resposta imediata ao antígeno, e que a PGD2 não é 

produzida durante a fase tardia (NACLERIO et al.,1985). Ao contrário das 

vias áereas superiores, os níveis de cininas em lavagens broncoalveolares obtidas 

19 horas após a aplicação do alérgeno em indivíduos alérgicos, foi 
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consideravelmente maior que aqueles coletados após 5 minutos da aplicação 

do alérgeno (LIU etl.,1990). Na pele, é também provável que a geração 

de cininas possa ocorrer durante a fase tardia (ATKINS et al., 1987).

As cininas, além da habilidade para contrair vários tipos de músculo 

liso e atuarem como vasodilatadores periféricos, elas também são cêrca de 

aproximadamente 100 vezes mais potentes que a histamina em induzir 

permeabilidade vascular. Como consequência direta de tal fato, elas são 

extremamente efetivas em induzir a formação de edemas (GARCIA- 

LEME,1978). As cininas também são capazes de estimularem o transporte iônico 

epitelial (MUSCH et al.,1983; LEIKAUF et al.,1985; WIDDICOMBE et 

al., 1985) e podem estimular as fibras sensoriais do tipo A§ e C produzindo dor e 

hiperalgesia (KAUFMAN et al.,1980; TAIWO & LEVINE,1988; HALEY et 

al.,1989). Além do mais, elas são claramente capazes de induzir a liberação de 

lipídeos biologicamente ativos, incluindo o PAF e PGs, a partir de uma variedade 

de tipos celulares (HONG & LEVINE,1976; McINTYRE et al.,1985; 

CHURCHILL et al.,1989).

A formação de cininas também tem sido documentada em condição na 

qual a ativação dos mastócitos ocorre, aparentemente, por mecanismos 

independentes da ação de antígenos (TOGIAS et al.,1985). Também nesse caso, 

o aumento de cininas correlacionou-se com o aumento de histamina, o que reflete 

a ativação dos mastócitos. Essas observações, claramente demonstraram que a 

geração de cininas está associada com vários tipos de reações inflamatórias 

dependentes da ativação dos mastócitos.

Aqui consideremos, brevemente, a representante mais importante das 

cininas, a BK. Esta tem uma vasta gama de atuação no organismo. Apesar de 

atuar de maneira variada em músculo liso (contraindo alguns, como o músculo 

intestinal, uterino e bronquiolar e relaxando outros), nos músculos lisos dos vasos 

circulatórios sua ação é mais homogênea : produz vasodilatação nas arteríolas e 
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aumento da permeabilidade vascular nas vênulas (TODA, 1977). O efeito 

vasodilatador é frequentemente endotélio-dependente e é potencializado pelas 

PGE2, PGI2 e PGD2. A BK é algogênica, um efeito potencializado pelas PGs.

Vários investigadores têm demonstrado que a BK na forma de aerosol, 

aplicada sobre as vias respiratórias baixas de humanos, é um potente 

broncoconstrictor em indivíduos asmáticos, mas não em indivíduos normais 

(HERXHEIMER & STRESEMANN,1961; VARONIER & PANZANI,1968; 

SIMONSSON et al.,1973; FULLER et al.,1987a).

BK pode causar constricção do músculo liso bronquial in vivo, em 

várias espécies animais, mas ela tem sido reportada como sendo um fraco 

constrictor de amostras de tecido das vias áreas humanas (BHOOLA et al.,1962; 

SIMONSSON et al.,1973; NEWBALL et al.,1976), embora SIMMONSSON et 

al.(1973) tenham reportado que tecidos de indivíduos com obstrução respiratória 

crônica, tendem a ser mais sensíveis que os normais. Também existem evidências 

de que as cininas podem aumentar o volume da secreção das vias áereas durante 

as reações asmáticas (BAKER et al.,1977; LEIKAUF et al.,1985; 

WIDDICOMBE et al.,1985).

DA VIS et al.(1982) demonstraram que a BK é capaz de aumentar a 

secreção das glândulas traqueais caninas através de um mecanismo reflexo após a 

estimulação de fibras bronquiais do tipo C. Nas vias áereas superiores, tem 

sido demonstrado que a BK na mucosa nasal humana, resulta na indução 

dose-dependente dos sintomas da rinite, tais como, obstrução nasal, rinórrea e 

dor de garganta (PROUD et al.,1988; HOLMBERG et al.,1990). Entretanto, a 

BK não induz espirros, sugerindo que, ao contrário das vias áereas inferiores, 

esse peptídeo não estimula as fibras sensoriais aferentes.

Embora tenha sido reportado que a BK possa liberar histamina a partir 

dos mastócitos de roedores (JOHNSON & ERDOS,1973; ISHIZAKA et 

al.,1985), a habilidade da mesma para induzir os sintomas da rinite não parece se 
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dever a ativação de mastócitos, uma vez que, os níveis de histamina nas 

secreções nasais não aumentaram após a aplicação desse peptídeo (PROUD et 

al.,1988). Isso é consistente com a observação de que a BK não é secretagoga 

para os mastócitos e basófilos humanos in vitro (LAWRENCE et al.,1989). Na 

pele, os efeitos da BK, novamente, parecem ser dirigidos principalmente, para os 

tecidos vasculares e não resultantes da liberação de histamina pelos mastócitos 

(LAWRENCE et al.,1989). Isso sugere que a resposta intradermal da BK 

(eritema localizado) é largamente resultante de um aumento local da 

permeabilidade vascular.

A falta de um efeito pronunciado direto da BK na musculatura lisa, 

juntamente com a habilidade da mesma para induzir tosse em todos os indivíduos, 

tem levado a sugestão de que esse peptídeo exerce seus efeitos, em parte, pela 

estimulação das fibras aferentes do tipo C (FULLER et al., 1987a). A habilidade 

da BK para estimular tais fibras tem sido demonstrada em cachorros 

(KAUFMAN et al.,1980).

Apesar de seus efeitos imitarem muitos dos fenômenos 

inflamatórios, o papel da BK como mediador inflamatório não está bem 

elucidado. Uma das dificuldades nessa elucidação tem sido a falta de antagonistas 

específicos (FULLER & BARNES,1988).

Até recentemente, os mecanismos utilizados para explicar a 

participação dos mastócitos nos processos fisiológicos e patológicos, eram 

limitados a grupos de moléculas chamadas mediadores pré-formados (histamina,
r 

proteoglicanos, enzimas proteolíticas) e recém-sintetizados (LTs, PGs, PAF). E 

agora considerado, que uma classe adicional de mediadores conhecidos como 

citocinas, são sintetizados e liberados pelos mastócitos, e as mesmas podem 

também assumir um importante papel na fisiologia de doenças alérgicas e 

imunológicas. Assim, a descoberta de que os mastócitos respondem a 

estimulação imunológica pela indução de um largo painel de genes de citocinas e 
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secreção de moléculas de citocinas bioativas, sugere que in vivo, os mastócitos 

podem servir como uma fonte de larga variedade de citocinas multifuncionais.

As citocinas são proteínas ou moléculas glicoproteicas, sintetizadas e 

secretadas por uma grande variedade celular, incluindo os mastócitos (COSTA et 

al.,1993). As interleucinas (IL), interferons e fatores estimulantes colônicos, 

foram as primeiras categorias de citocinas descobertas, e têm sido 

extensivamente estudadas. De uma maneira geral, a indução dos genes das 

citocinas ocorre em resposta a lesão ou ativação celular, embora também 

existam exemplos da produção constitutiva de citocinas.

Essas proteínas, exercem seus efeitos biológicos pela interação com 

moléculas receptoras específicas localizadas na superfície das células alvo. 

Como um grupo, elas possuem um largo espectro de atividades biológicas e têm 

sido encontradas tomando parte no crescimento celular, reparo celular, 

inflamação e em respostas imunes (COSTA et al.,1993).

A descoberta que os mastócitos produzem citocinas (PLAUT et 

al.,1989; WODNAR-FILIPOWICZ et al.,1989; BURD et al.,1989; GORDON & 

GALLI, 1990; GORDON et al.,1990; OHNO et al., 1990a; GALLI et al.,1991; 

GALLI,1993; HARVIMA et al.,1994; WALSH,1995), tem expandido o papel 

dessas células além de uma simples célula efetora, para incluir possíveis funções 

como um elemento regulatório e modulatório tanto das respostas inflamatórias 

como das respostas imunes. Contudo, deve ser enfatizado que até o presente, 

virtualmente todos os estudos descrevendo a produção de citocinas por 

mastócitos tem utilizado linhagem de mastócitos do tipo murine ou de roedores, 

ou ainda culturas primárias de mastócitos (FARRAM & NELSON, 1980; 

CHUNG et al.,1986; BROWN et al.,1987; STEFFEN et al.,1989; MARSHALL 

et al.,1989; OHNO et al.,1990a,b; GORDON & GALLI, 1990; GURISH et 

al.,1991). Entretanto, a extensão na qual os mastócitos humanos são também 

capazes da síntese e secreção de citocinas, ainda não foi totalmente determinada.
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As citocinas influenciam a própria biologia dos mastócitos, interferindo 

no estágio de maturação, diferenciação, proliferação e outras características 

dessas células (KITAMURA,1989; SCHWARTZ, 1989; STEVENS & 

AUSTEN,1989; GALLI, 1990). Tem sido descrito na literatura, que várias 

citocinas, tais como IL-3 (SCHRADER et al.,1981; NAGAO et al.,1981; 

TERTIAN et al.,1981; RAZIN et al.,1981 ;1984; PLUZNIK et al.,1982; IHLE 

et al.,1983; KJRSHENBAUM et al.,1989; BROIDE et al.,1989;BRESSLER et 

al.,1989; 1990; BOSWELL et al.,1990), IL-4 (MOSMANN et al.,1986; SMITH 

& RENNICK, 1986; ZSEBO et al.,1990), IL-9 (HULTNER et al.,1989; 1990; 

RENAULD et al.,1990) e IL-10 (THOMPSON-SNIPES et al.,1990) tanto 

estimulam como inibem o crescimento ou a diferenciação dos mastócitos.

Dentre as citocinas, vale ressaltar o TNFa (BEUTLER et al.,1986), 

que é um polipeptídeo produzido em larga escala por monócitos e macrofágos 

(OLD,1985), bem como por mastócitos (OHNO et al., 1990a,b; GORDON & 

GALLI,1990; COSTA et al.,1993; HARVTMA et al.,1994; WALSH,1995) em 

resposta a endotoxina (BEUTLER et al., 1985b; MAHONEY Jr. et al.,1985) ou a 

outro estímulo que leva a invasão do hospedeiro (HOTEZ et al.,1984), que tem 

sido implicado como mediador da resposta do hospedeiro a sepsia 

(EASMON,1990; DOFFERHOFF et al., 1991) e a neoplasia, nesse caso atuando 

como um agente anti-cancerígeno (GOH,1990; BALKWELL et al.,1990; 

BALKWILL,1992; MALIK,1992).

Tal citocina promove infiltração leucocítica através de um efeito sobre 

as células vasculares endoteliais e sobre os leucócitos, podendo promover 

inflamação, formação de granuloma, angiogênese e fibrose tissular através de 

uma variedade de mecanismos (GORDON & GALLI,1990). Entre outros efeitos 

sobre as células endoteliais, também tem sido observado que o TNF altera os 

padrões de expressão gênica (COLLINS et al.,1986; POBER et al.,1986), a 

produção de IL-1 LIBBY et al.,1986; NAWROTH et al.,1986) e o rearranjo 



148

celular (SATO et al.,1986) in vitro. A soma desses efeitos pode explicar muitas 

das ações do hormônio in vivo.

A história do TNF iniciou-se no fim do século passado quando COLEY 

(1893) observou que pacientes que apresentavam simultaneamente, câncer e 

infecção por estreptococos, apresentavam uma regressão parcial nos tumores 

malignos. Cêrca de meio século após, foi demonstrado que o polissacarídeo 

bacterial (LPS) induzia a produção de um fator sérico no camundongo, que era 

capaz de provocar a necrose de tumores (0’MALLEY et al.,1962). Esse fator foi 

identificado mais precisamente em 1975 (CARSWELL et al.,1975), e foi 

sequenciado e clonado por PENNICA et al.(1984). Desde então, extensivos 

estudos têm sido desenvolvidos no sentido de esclarecer o papel preciso dessa 

citocina.

Quando administrado intravenosamente, TNF liga-se a receptores 

específicos de alta afinidade em adipósitos e mieloblastos, bem como em uma 

larga variedade de tecidos (BEUTLER et al,1985a,b; IMAMURA et al.,1987). 

Após se ligar, ele atua suprimindo a expressão de várias espécies de mRNA 

específicos (TORTI et al.,1985), afetando assim, mudanças difundidas no 

metabolismo celular. No tecido adiposo, TNFa, causa completa supressão da 

enzima lipoproteina lipase, dessa forma prevenindo a captação exógena de 

triglicerídeos pelas células gordurosas e causando a lipemia paradoxal, 

frequentemente associada com infecção (ROUZER & CERAMI,1980) ou com 

doenças neoplásicas BARCLAY & SKIPSKI,1975; BRENNEMAN et al.,1975; 

KANNAN & BAKER, 1977).

TNF-a parece exercer três funções distintas. Primeiro, é central para a 

indução da resposta inflamatória, produzindo atividade metabólica e aumentando 

a atividade fagocítica (SHALABY et al.,1985; KLEBANOFF et al.,1986); 

aumenta a destruição de bactérias e parasitas (DJEU et al.,1986); aumenta a 

expressão das células vasculares a Classe I de histocompatibilidade complexo- 
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antígenos e a expressão de adesão de moléculas a superfície celular (GAMBLE et 

al.,1985); aumenta a produção de pro-coagulantes e baixa a regulação de 

produção de trombomodulina (um ativador da proteína C), dessa forma 

convertendo o endotélio vascular a uma superfície “pro-coagulante” (STERN & 

NAWROTH,1986; BEVILACQUA et al.,1986). Ambos esses efeitos favorecem 

então, a secreção de trombina que irá levar a coagulação intravascular 

disseminada ao nível sistêmico e a oclusão dos vasos tumorais. TNF também 

induz febre, inicialmente por aumentar a síntese de PGE2 no hipotálamo e 

subsequentemente por induzir IL-1, uma citocina que tem múltiplos efeitos na 

resposta inflamatória (DINARELLO et al.,1986).

Enquanto que o recrutamento dos processos inflamatórios pode ser de 

valor para o organismo, a súbita produção de altos níveis de TNF ou a síntese de 

citocinas por um período de tempo prolongado, pode levar a produção de efeitos 

adversos. Está claro, que a excessiva produção de TNF tem um papel central na 

síndrome do choque séptico por bactérias gram negativas (TRACEY et al.,1987; 

WAAGE et al.,1987) e na caquexia associada com infecções crônicas 

(KAWAKAMI & CERAMI,1981; CERAMI et al.,1985; OLIFF et al.,1987; 

ESPAT et al.,1994), e doenças malignas (BALKWILL et al.,1987; 

KELLER,1993).

TNF é muito provavelmente o mediador dos efeitos da lipossacarídeo, 

a qual atua iniciando o grande número de eventos que levam ao choque e a lesão 

dos tecidos. Lts (HAGMANN & KEPPLER, 1982) e o PAF (McMANUS et 

al.,1980; TERASHITA et al.,1985; DOEBBER et al.,1985) têm sido 

repetidamente implicados na patogênese do choque endotóxico, e é muito 

provável que TNF origine a produção dessas substancias (HUBER et al.,1988). A 

infiltração de leucócitos polimorfonucleares em numerosos órgãos, 

particularmente os pulmões, após a administração de TNF pode resultar em parte 

da elaboração desses mediadores secundários.
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Em segundo lugar, TNF-a é um modulador imunológico, tendo uma 

ação direta sobre o crescimento e a diferenciação das células T e B (JELINEK & 

LIPSKY,1987; ZUCALLI et al.,1987); tem também um efeito indireto sobre o 

sistema imune, mediado pela liberação de outras citocinas, incluindo a IL-1 ae 0 

e o fator de diferenciação das células B (IL-6 ou 0 2 interferon) (ONOZAKI et 

al.,1988). No global essas atividades provavelmente têm um importante papel na 

determinação e na modificação da natureza da resposta aos antígenos 

encontrados pelo sistema imunológico, e animais deficientes da produção de TNF 

podem ser particularmente pré-dispostos a doenças autoimunes como as 

glomerulonefrites (JACOB & McDEVITT,1988).

E terceiro, pode tanto aumentar como diminuir a sobrevivência de 

células tumorais, através de efeitos diretos (AGGARWALL et al.,1985; KULL et 

al.,1985), como através de efeitos indiretos (PALLADINO et al.,1987; 

CORDINGLEY et al.,1988).

Investigações do possível papel do TNFa em patologias associadas 

com mastócitos, podem ser de particular interesse. No camundongo, populações 

de mastócitos normais maduros, constitutivamente contêm altos níveis de 

bioatividade de TNFa, e uma proporção significante de infiltração de leucócitos 

que ocorre após a estimulação de mastócitos cutâneos por IgE e antígeno, é 

dependente de TNFa (GALLI et al., 1991).

Além disso, a estimulação de mastócitos peritoneais de camundongos 

dependente de IgE ou de células formadas in vitro resultaram numa rápida 

liberação de TNFa pré-formado, bem como na liberação sustentada (por no 

mínimo 2 horas) de substancial quantidade de TNFa recém-sintetizado 

(GORDON & GALLI, 1991). Ou seja, ao contrário dos mediadores pré- 

formados, tais como a histamina, ou dos mediadores recém-sintetizados, como a 

PGD2 ou os Lts sulfidopeptídeos, o TNFa liberado pelos mastócitos de 

camundongos originam-se de ambos os pools : pré-formado e recém-sintetizado 
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(GORDON & GALLI, 1990; 1991). Assim, a prolongada cinética de liberação do 

TNFa pelos mastócitos, sugere que tal citocina pode influenciar a imigração ou 

as características funcionais dos leucócitos e que tenha outros efeitos por longos 

períodos durante as respostas dependentes de IgE ou talvez de outras respostas 

biológicas.

Esses achados indicam que TNFa representa um novo tipo de 

mediador dos mastócitos e identificam os mastócitos de camundongos como o 

primeiro exemplo de um tipo celular que contém estoques de TNFa pré-formado 

e disponível para a liberação imediata. Tais achados sugerem ainda, que a 

liberação de TNFa por mastócitos pode contribuir para a defesa do hospedeiro, 

para a fisiopatologia das doenças alérgicas e outros processos 

dependentes de TNFa (GORDON & GALLI, 1990).

Dessa forma, TNFa pode promover a infiltração local de células 

inflamatórias (OLD,1985; GAMBLE et al.,1985; TRACEY et al.,1988; 

BEUTLER & CERAMI,1988; RAMPART et al.,1989) de modo que a 

liberação do mesmo por mastócitos ativados pela IgE, pode contribuir para a 

infiltração de leucócitos que é observada na resposta imune a parasitas 

(ASKENASE,1980) ou nas reações tardias, como aquelas envolvidas na asma 

(KIPS et al.,1993) e outras doenças alérgicas (LICHTENSTEIN,1988).

A produção de TNFa por mastócitos, também pode ser importante em 

outras respostas biológicas, nas quais tanto o TNFa (OLD,1985; LEIBOVICH et 

al.,1987; BEUTLER & CERAMI,1988), como os mastócitos (SEYLE,1965; 

STARKEY et al.,1988; GALLI, 1990) estejam envolvidos, incluindo a resposta 

do hospedeiro a tumores, regulação da cicatrização do ferimento e angiogênese, e 

modulação da hematopoiese e imunidade. Numerosas doenças inflamatórias de 

diversas origens podem depender da produção de TNF com todas as suas 

contínuas consequências. Por exemplo, a excessiva produção de colagenase e 

PGE2 pode levar a perda óssea e de cartilagem na artrite reumatóide, processo 
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esse que pode depender em parte da produção de TNFa a nível local. Da mesma 

forma, doenças inflamatórias do sistema nervoso (MORGANTI-KOSSMANN et 

al.,1992), trato gastrointestinal (HOANG et al.,1994), pulmões (KIPS et al.,1993; 

REMIK,1993; CARRE & LEOPHONTE,1993), rins (WALDHERR et al.,1993), 

pele (HARVIMA et al.,1994), articulações, músculos e outros tecidos, podem 

também depender da liberação de TNFa (DAS,1991a,b. WAKEFIELD & 

LLOYD,1992). Além disso, TNF tem demonstrado importante papel na 

fisiopatologia da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Acquired 

Imunnodeficiency Síndrome, AIDS) (ODEH, 1990).

Endotelina (ET), um polipeptídeo com importantas propriedades 

farmacológicas, inicialmente identificado nas células endoteliais vasculares por 

YANAGISAWA et al.(1988a), constitui o mais potente vasoconstrictor 

identificado até o presente.

Sua molécula, composta de 21 aminoácidos, se caracteriza pela 

presença de dois aneis dissulfetos internos, sendo sua configuração atípica entre 

os peptídeos conhecidos em mamíferos. Entretanto, é frequentemente encontrado 

num certo grupo de peptídeos tóxicos (toxinas) que atuam nos canais da 

membrana, encontrados em venenos de cobras, abelhas, escorpiões e peixes 

(FONTECILLA-CAMPS et al.,1980; JOVER et al.,1980; KOPEYAN et 

al.,1985; KLOOG et al.,1988; YANAGISAWA et al.,1988a; TAKASAKI et 

al.,1988; WOLLBERG et al.,1988). A forma biologicamente ativa, resulta de 

uma pré-proteina precursora (preproET) muito maior (203 aminoácidos), a qual 

requer processamento bioquímico especial para que seja transformada na forma 

ativa de 21 aminoácidos (YANAGISAWA et al., 1988a).

Desde a sua descrição original, tem se tomado claro que pelo menos 4 

peptídeos estão codificados por genes distintos, no homem, rato e porco (INOUE 

et al.,1989). Tais isoformes apresentam o mesmo número de aminoácidos e 

conservam as pontes dissulfetos. Foram chamados endotelina-1 (ET-1), 
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endotelina-2 (ET-2), endotelina-3 (ET-3) e constritor intestinal vasoativo 

(vasoactive intestinal constrictor, VIC) (ITOH et al.,1988; INOUE et al.,1989; 

YANAGISAWA et al.,1989; FU et al.,1989; ISHIDA et al.,1989; SAIDA et 

al.,1989).

ET-1, originalmente isolada do sobrenadante da cultura de células 

endoteliais, tem sido encontrada em vários tecidos (MASAKI et al.,1992). 

KITAMURA et al.(1990) demonstraram que a concentração de ET é 

particularmente alta nos pulmões e nos rins, seguida pelo coração, hipotálamo e 

baço, que apresentam a segunda maior concentração. Em adição, a síntese de ET 

tem sido demonstrada em culturas de músculo liso, neurônio, fígado e 

fíbroblastos (GIAID et al.,1989; KITAMURA et al.,1990). Dados mais recentes, 

demonstram a síntese e a secreção de ET-1 pelos mastócitos derivados da medula 

óssea (Bone Marrow Mast Cells, BMMC) de camundongos, bem como a 

presença de receptores do tipo ETA nessas células (EHRENREICH et al.,1992).

A presença de mRNA de ET tem sido detectada em diversos tipos 

celulares, em diversas espécies (YANAGISAWA et al., 1988a; UCHIDA et 

al.,1988; DeNUCCI et al.,1988; WHITTLE & ESPLUGUES,1988; LAGENTE 

et al.,1989; INOUE et al.,1989; TAKAHASHI et al.,1990; YOSHIZAWA et 

al.,1990; PARKER-BOTELHO et al.,1991; INAGAKI et al.1991). Sítios de 

ligação para ET têm sido demonstrados em numerosos tipos celulares, como as 

células musculares lisas vasculares, células cardíacas, nervosas, da córtex renal, 

mesangiais, epiteliais, do baço, da medula adrenal, intestinais, etc. (HIRATA et 

al.,1988a,b; KOHZUKI et al.,1989; GU et al.,1989; MARSDEN et al.,1989; 

KOSEKI et al.,1989; POWER et al.,1989; KANSE et al.,1989; ORITA et 

al.,1989; NAYLER,1990). Além disso, estudos autoradiográfícos têm sugerido a 

localização de sítios de ligação para ET-1 tanto no neuroeixo central como no 

periférico, ou seja, na córtex, cerebelo, gânglios basais, espinha dorsal e troncos 

nervosos periféricos (POWER et al.,1989; HOYER et al.,1989; AMBAR et
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al.,1989; KOSEKI et al.,1989), o que sugere um possível papel da mesma como 

um neurotransmissor.

Estudos mais recentes têm demonstrado diversos tipos de receptores 

para a ET (ARAI et al., 1990; SAKURAI et al., 1990; NAKAMUTA et al., 1991; 

LIN et al.,1991). Um tipo tem alta afinidade para ET-1 e ET-2, mas baixa 

afinidade para ET-3 (ARAI et al.,1990). Outro tipo tem uma afinidade igual para 

ET-1, ET-2 e ET-3 (SAKURAI et al.,1990). Esses receptores foram chamados 

ETa, o primeiro tipo e ETB, o segundo. Em adição a esses dois tipos, um terceiro 

tipo de receptor especifico para ET-3, foi demonstrado e chamado de ETc 

(EMORI et al.,1990). ETA se encontra nas células musculares lisas e é 

responsável pela constricção. ETB pode estar nas células endoteliais e pode ser 

responsável pela produção do fator derivado do endotélio (EDRF), e ETC pode 

existir em neurônios.

A infusão intravenosa de pequenas quantidades de ET induz uma 

hipotensão transiente que é seguida por uma sustentada resposta hipertensiva, 

tanto em ratos anestesiados, quimicamente desnervados e conscientes 

(YANAGISAWA et al., 1988a; YOSHIZUMI et al.,1988; WRIGHT & 

FOZARD,1988; MIYAUCHI et al.,1989; ROHMEISS et al.,1990; NAMIKI et 

al.,1992). Essa queda na pressão sanguínea, é dose-dependente do efeito 

vasodilatador periférico, uma vez que o índice cardíaco não diminui durante esse 

período (WRIGHT & FOZARD,1988; KING et al.,1989). Tal resposta 

vasodepressora ocorre com todos os isoformes da ET, sendo proeminente com 

a ET-3 (INOUE et al.,1989; WARNER et al.,1989; NAMIKI et al.,1992).

Esse efeito vasodepressor, pode ser explicado pelo fato da ET 

estimular a liberação de EDRF e de PGU, dois conhecidos hipotensores, pelo 

mesentério e pulmões isolados de ratos, respectivamente (DeNUCCI et al.,1988; 

WARNER et al.,1989; NAMIKI et al.,1992); de funcionar como um secretagogo 

do peptídeo vasorelaxante natriurético atrial (FUKADA et al.,1988; HU et 
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al.,1988), além de inibir a liberação da NE periférica, o que potência a resposta 

hipotensora (WIKLUND et al.,1988). Essas duas últimas observações, 

juntamente com a ação da ET no tecido renal (SIMONSON,1993) sugerem um 

papel potencial da mesma na manutenção do volume líquido homeostático 

(WIKLUND et al.,1988; FUKADA et al.,1988; MILLER et al.,1989).

Seguindo essa resposta vasodepressora, in vivo, ET induz uma potente 

e prolongada resposta vasoconstrictora, a qual é causada primariamente, pela sua 

ação direta sobre os vasos. Esse efeito pressor da ET ocorre tanto em cães como 

em ratos, a despeito da queda no índice cardíaco, o que aumenta marcadamente a 

resistência periférica total, e consequentemente a pressão arterial (GOETZ et 

al.,1988; HU et al.,1988; HINOJOSA-LABORDE et al.,1989; KING et al.,1989). 

Com relação a esse efeito pressor, a rede vascular exibe heterogeneidade na sua 

resposta, de acordo com o tipo de vaso e a espécie (YANAGISAWA et 

al.,1988a,b; MARSDEN et al.,1989). As veias são mais sensíveis que as artérias 

(De NUCCI et al.,1988), mas nos micro vasos, as arteríolas são mais sensíveis 

que as vênulas (BRAIN,1989). Os vasos linfáticos também são sensíveis a ET 

(YANAGISAWA et al., 1988b). Todos os isoformes são proeminentes 

vasoconstrictores, sendo a ET-1 mais potente e a ET-3 menos potente 

(YANAGISAWA et al., 1988b; INOUE et al.,1989).

Vários mecanismos têm sido reportados como sendo responsáveis 

pelas ações biológicas da ET, incluindo a estimulação da fosfolipase C 

(RESINK et al.,1989; TAKUWA et al.,1989; KASUYA et al.,1989; MARSDEN 

et al.,1989), ativação da PKC, via estimulação do tumover do fosfitidil-inositol 

(TAKUWA et al.,1989; MULDOOM et al.,1989; VAN RENTERGHEM et 

al.,1989) ou inibição dos inibidores da PKC, estimulação do metabolismo do 

ácido aracdônico (RAKUGI et al.,1989; TAKAYASU et al.,1989) e interação 

com canais de cálcio. Neste último caso, atuando provavelmente como 

moduladora de canais de cálcio dependentes de voltagem (YANAGISAWA et 
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al., 1988a; HIRATA et al., 1988a) ou com canais de cálcio sensíveis a 

dihidropiridina (VAN RENTERGHEM et al.,1989; GOTO et al.,1989). Ainda 

nesse contexto, TAKAYASU et al.(1989) demonstraram que ET em baixas 

concentrações aumenta o cálcio intracelular, e que o PAF e o TXA2 podem estar 

envolvidos no mecanismo de mobilização de cálcio induzido pela ET, em células 

de músculo liso vascular de ratos e coelhos. Também tem sido demonstrado que 

ET produz a ativação da fosfolipase A2 (RESJNK et al.,1989).

Tais mecanismos têm sido reforçados por observações de que as ações 

da ET são bloqueadas por antagonistas dos canais de cálcio (YANAGISAWA et 

al., 1988a; MARSDEN et al.,1989), pela elevação dos níveis intracelulares de 

AMPecGMP (YANAGISAWA et al., 1988a; MARSDEN et al.,1989) e pelos 

inibidores da PKC.

Essa resposta bifásica e o sustentado efeito hipertensivo, distinguem a 

ET de outros conhecidos vasoconstrictores endógenos, bem como de outros 

fatores produzidos pelas células endoteliais. Assim, esse potente efeito pressor 

sugere portanto, que a ET tem um importante papel na pato gênese da hipertensão 

sistêmica (FURCHGOTT,1984; VANHOUTTE et al.,1986; 

VANHOUTTE,1988; DAVIES et al.,1988; YOKOKAWA et al.,1991). Em 

adição, além de seu próprio efeito pressor, a ET também aumenta a 

vasoconstricção induzida por outros agonistas (TABUCHI et al., 1989b; YANG 

et al.,1992).

Entretanto, além do seu potente efeito vasoconstrictor, ET também 

apresenta uma variedade de outras atividades biológicas. Estas incluem contração 

das vias áereas, da musculatura lisa intestinal e uterina (UCHIDA et al.,1988; 

DeNUCCI et al.,1988; LAGENTE et al.,1989; TAKAHASHI et al.,1990), 

modulação de leucócitos polimorfonucleares (ISHIDA et al.,1990; FARRE et 

al.,1991), regulação da transmissão neuroefetora adrenérgica e colinérgica em 

vários sítios, incluindo o intestino (WILKLUND et al., 1988; 1989a,b; TABUCHI 
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et al., 1989a) e prejuízo da mucosa gástrica pela infusão intra arterial (WHITTLE 

&ESPLUGES,1988).

Nos músculos das vias áereas de várias espécies, incluindo o homem, 

cobaio, rato, camundongo e coelho (UCHIDA et al.,1988; MAGGI et al.,1989; 

MACQUIN-MAVIER et al.,1989; ADVENIER et al.,1990; HENRY et al.,1990; 

GRUNSTEIN et al.,1991), ET produz uma contração dose-dependente, sendo a 

potência de ET-1 maior que a dos outros isoformes (ADVENIER et al.,1990). 

Essa constricção parece envolver dois mecanismos, um mediado pela ativação 

dos canais de cálcio (ADVENIER et al.,1990; GRUNSTEIN et al.,1991; 

SARRIA et al.,1990) e o outro mediado pelos metabólitos da ciclo-oxigenase 

(MACQUIN-MAVIER et al.,1989; 0’DONNELL et al.,1990). Por outro lado, 

McKAY et al.(1991) demonstraram que no homem a constricção do tecido 

bronquial não depende de nenhum desses mecanismos, enquanto BATTISTINI et 

al.(1990) demontraram que no cobaio, tal constricção é mediada pelo PAF.

As ETs se encontram entre os mais potentes bronquiconstrictores já 

descritos. Na vasculação pulmonar, ETs podem eliciar tanto uma vasodilatação 

como uma vasoconstrição, e podem aumentar a permeabilidade vascular. ETs 

também podem modular a ativação das células inflamatórias. Expressão e/ou 

produção de ET tem sido detectada na asma, certos tumores pulmonares e, 

estados de choque associados com hipertensão pulmonar. Tais achados sugerem 

que pela regulação da vasculatura pulmonar e tônus das vias áereas, ativação das 

células inflamatórias e crescimento e/ou diferenciação celular, as ETs tenham um 

importante papel na fisiopatologia pulmonar (FILEP,1993).

No coração, além daqueles efeitos responsáveis pela vasoconstricção 

periférica, ET também apresenta efeitos intrínsecos. Vários pesquisadores têm 

demonstrado, em preparações isoladas de átrios e ventrículos de cobaios 

(ISHIKAWA et al.,1988; HU et al.,1988) bem como de ratos e de humanos 

(MORAVEC et al.,1989) um efeito inotrópico positivo, de lento desenvolvimento 
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e longa duração. Além disso, é capaz de liberar EDRF, prostanóides e fator 

natriurético atrial (RANDALL,1991). Tais resultados são compatíveis com os 

achados de que sítios de ligações específicos estão presentes nas membranas 

das células cardíacas de ratos, galinhas, porcos e humanos 

(VIJAYARAGHAVAN et al.,1990; KOSEKI et al.,1989; VIGNE et al.,1989).

A ação da ET no CNS, também tem sido especulada, uma vez que uma 

vasta gama de sítios de ligação (KOSEKI et al.,1989; MIURA et al.,1991) 

e mRNA para ET (GIAID et al.,1989; MACCUMBER et al.,1989) terem sido 

encontrados nessa região. Na espinha dorsal, ET-1 eliciou excitação de 

neurônios, que foi inibida por antagonistas da substancia P, o que sugere que a 

ação da ET é mediada em parte pela substancia P. Por outro lado, no gânglio 

pélvico vesical do coelho, ET causa despolarização da membrana celular 

(NISHIMURA et al.,1991 a). ET também tem sido demonstrado no hipotálamo, 

particularmente nos núcleos supra-ótico e paraventricular e no lobo posterior da 

hipófise (YOSHIZAWA et al.,1990), onde sua destribuição é muito semelhante 

aquela da vasopressina. Em adição, ET foi completamente depletada, após quatro 

dias de privação de água, sugerindo um papel da ET no controle do balanço 

hídrico. ET também foi encontrada como sendo um fator que estimula a liberação 

de gonadotropina (LH ou FSH) na hipófise anterior de modo semelhante ao 

hormônio hipotalâmico liberador de gonadotropina (GOETZ et al.,1988; 

MACCUMBER et al.,1989; YOSHIZAWA et al.,1990; STOJILKOVIC et 

al.,1990).

Ainda no sistema nervoso, a infusão crônica de ET-1 nos ventrículos 

cerebrais de ratos conscientes, evoca um progressivo aumento na pressão arterial, 

que é acompanhada por um aumento na excreção urinária de NE, ACh e 

vasopressina (TAKASHI et al.,1990), provavelmente refletindo ativação de 

centros autonômicos vasomotores. Tais observações sugerem que ET produzido 

no CNS poderá modular o controle central da circulação. Devido a suas 
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características ações nos vasos sanguíneos cerebrais, as ETs parecem estar 

envolvidas nas mais comuns doenças cerebro-vasculares, como a hemorragia 

subaracnóide, isquemia cerebral e enxaqueca (CARDELL et al.,1994).

Várias evidências demonstram que as ETs também atuam na 

transmissão sináptica. Trabalhos desenvolvidos por WIKLUND et al.(1991) 

mostraram que a ET-1 exerce um efeito estimulatório pós-juncional e, 

concomitantemente, um efeito inibitório pré-juncional na transmissão adrenérgica 

e colinérgica, enquanto que o efeito inibitório pré-juncional produzido pela ET-3, 

só foi evidente na neurotransmissão colinérgica. Esse efeito da ET-3 foi 

confirmada nos gânglios cardíaco simpático e estrelar do cão (KUSEUKU et 

al.,1991; 1995). Tais autores também demonstraram que essa inibição envolvia a 

ativação da produção endógena de TXA2.

Nos neurônios do gânglio colônico parassimpático de gatos, 

N1SHIMURA et al.( 1991b) demonstraram que a ET bloqueia o potencial de ação 

ortodrômico e produz uma depressão prolongada e reversível do EPSP rápido, 

que é dependente da dose, além de produzir uma despolarização da membrana 

seguida por uma hiperpolarização. Tais achados levaram a esses autores a 

concluírem que a ET modula a transmissão sináptica pela despolarização lenta, 

hiperpolarização da membrana e prolongada depressão do EPSP rápido. Isso 

sugere que o bloqueio do potencial de ação ortodrômico e a depressão do EPSP 

rápido é primariamente devido a inibição da liberação de ACh pelos terminais 

pré- sinápticos.

Em adição, LAU et al.(1995) mostraram que a facilitação da 

neurotransmissão simpática induzida pela ET no vaso deferente de rato, se deve a 

potenciação dos efeitos pós-juncionais do co-transmissor, ATP, atuando nos 

purinoceptores P2X, o que indica que esses efeito é mediado através das ações 

dos receptores da ET que não os do tipo ETb.
Além de todas essas funções já citadas, ET também contribui para a 
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liberação de peptídeos endógenos, inibe a agregação plaquetária (DOUSSET & 

JACOB,1992), aumenta a secreção do peptídeo natriurético atrial, aldosterona e 

catecolaminas (LEPPALUOTO & RUSKOAHO,1992), e é um potente agente 

mitogênico em culturas de músculo liso (KOMURO et al.,1988; BOBIK et 

al.,1990), fíbroblasto (TAKUWA et al.,1989), osteoblastos (TAKUWA et 

al.,1989) e provavelmente de células epiteliais (TAKAGI et al.,1990; VIGNE et 

al.,1990). Além disso, ET atua em culturas de osteoblastos como um fator de 

crescimento. Nesse caso, ET-1 e ET-2 são quase equipotentes (VIGNE et 

al.,1990), enquanto ET-3 é aproximadamente uma ordem de grandeza menos 

potente. Tal fato sugere que o efeito mitogênico da ET, é mediado pelos 

receptores ETA e ETB (TAKAGI et al.,1990).

Essa série de ações biológicas atribuídas a ET, podem ser consideradas 

com funções autócrinas (KRELL et al.,1983; SNYDER & KRELL,1984; 

WINKLER et al.,1988) e parácrinas (FERRI et al.,1983; ZIPSER et al.,1987; 

LEWIS et al.,1990), além de vários dados suportarem uma potencial função 

endócrina para esse peptídeo (SMITH et al.,1990; JETT et al.,1991). Como 

discutido acima, ET possui uma larga variedade de efeitos, em diversos sistemas, 

como o cardiovascular, renal, endócrino, que se considerados conjuntamente com 

os níveis circulantes no plasma, níveis cerebro-espinhal, e níveis excretados na 

urina, podem ser consistentes com uma função endócrina.

Concentrações aumentadas de ET no plasma têm sido encontradas em 

diversas condições clinicas, como hipertensão, infarto do miocárdio, choque 

cardiogênico, hipertensão induzida pela gravidez, arteriosclerose, doença de 

Raynaud’s, hemorragia sub-aracnóide, uremia, colite ulcerativa, doença de 

Crohn’s e operações cirúrgicas, sugerindo que as ETs têm um papel significativo 

em diversos processos fisiopatológicos (LEPPALUOTO & RUSKOAHO,1992).

Trabalhos desenvolvidos por WEINREICH e colaboradores têm 

demonstrado que muitas mudanças na eletrofisiologia dos neurônios ganglionares 
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seguem a liberação desses mediadores pelos mastócitos e que a histamina 

constitui um dos mediadores envolvidos nessas mudanças (CHRISTIAN et 

al.,1989; CHRISTIAN & WEINREICH, 1992; WEINREICH et al.,1992). 

Contudo, está evidente que a indução ou a manutenção de A-LTP não pode ser 

explicada sómente pela ação da histamina, por várias razões. Primeiro, embora a 

histamina possa ativar receptores ganglionares do tipo Hj, que levam a 

potenciação da transmissão sináptica, a potenciação induzida pela histamina não 

é sustentada, revertendo-se rapidamente quando é removida do superfusato. 

Segundo, adicionando-se antagonistas dos receptores Hb H2 e H3 ao superfusato 

antes ou após o choque antigênico, não há prevenção do desenvolvimento ou 

manutenção de A-LTP. Terceiro, a superfusão contínua do gânglio com 

concentrações de histamina 10 vezes maiores que aquelas necessárias para eliciar 

a potenciação máxima da transmissão ganglionar (100-500 pM) induz níveis 

variáveis de dessensitização de receptores da histamina mas não bloqueia a A- 

LTP. No conjunto, esses dados mostram que a histamina não parece ter um papel 

importante na A-LTP (WEINREICH et al.,1992).

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido no sentido de se 

tentar identificar a participação dos mediadores liberados imunológicamente na 

indução e manutenção de A-LTP, e assim se obter uma melhor compreensão das 

mudanças fisiológicas que ocorrem no gânglio durante o choque antigênico. Para 

tal, foram examinados os efeitos de uma variedade desses mediadores 

inflamatórios liberados pelos mastócitos durante o choque antigênico.

Foram consideradas as alterações na integral CAP pós-ganglionar, 

como uma medida para a potenciação de longa e de curta duração (LTP e STP, 

respectivamente). Além disso, também foram consideradas as alterações na 

amplitude pico a pico do CAP, que embora não seja uma medida tão exata quanto 

as alterações na integral, nos dá uma idéia da sincronização dos potenciais de 

ação individuais.



162

Nossos resultados mostraram que esses mediadores induzem 

potenciação sináptica de longa e curta duração, mas que nenhum deles 

isoladamente foi capaz de reproduzir a magnitude da potenciação induzida pelo 

choque antigênico. Isso nos leva a sugerir a hipótese de que esses mediadores 

interajam sinérgicamente durante a liberação dos mesmos pelos mastócitos 

ativados, ao nível da transmissão sináptica e assim contribuam significativamente 

para a indução da A-LTP.

2. MÉTODOS

2.1. ANIMAIS

Foram empregados cobaios machos, jovens e adultos, pesando entre 

200 e 900 g, obtidos a partir da Buckber Laboratories (Tomkins Cove, NY, 

USA), não-sensibilizados e sensibilizados ativamente à albumina (chicken egg 

albumin, Sigma Chemical Co.) de acordo com a técnica mostrada no Capítulo II, 

e mantidos no biotério local durante o período de experimentação nas mesmas 

condições mostradas no Capítulo II.

Após sacrifício dos animais por asfixiação com CO2, ambos os SCGs, 

juntamente com seus troncos nervosos pré- e pós-ganglionares foram então, 

dissecados.

Aproximadamente 90% dos gânglios utilizados para a exposição ao 

mediador inflamatório foram provenientes de animais sensibilizados à OVA. Um 

dado gânglio sofreu exposição a apenas um único tipo de mediador inflamatório.
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2.2. PREPARAÇÃO DOS TECIDOS E PROTOCOLO

EXPERIMENTAL

Veja secção 2.5 do Capítulo II.

2.3. REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO

Veja secção 2.6 do Capítulo II.

2.4. ANÁLISE DOS DADOS

Veja secção 2.7 do Capítulo II.

2.5. FONTES DAS SUBSTANCIAS QUÍMICAS

Todos os sais utilizados foram de pureza analítica, e obtidos a partir da

Sigma Chemical Corp.(St. Louis, Missouri, USA). ET-1, PAF, Composto 

(análogo do tromboxano A2), PGDs, BK e TNFa, foram gentilmente cedidos pelo 

Dr. B.Undem da Johns Hopkins University.

2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Veja secção 2.9 do Capítulo II.
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3. RESULTADOS

Foram testados quanto a capacidade de produzir potenciação da 

transmissão sináptica, vários mediadores inílamatórios derivados dos mastócitos, 

que são liberados do SCG de cobaio durante o choque antigênico (WEINREICH 

& UNDEM,1987; UNDEM et al.,1990; WEINREICH et al.,1992), quais sejam, 

PGs e TX (derivados do ácido aracdônico), BK (cinina), TNFa (citocina), PAF 

(derivado lipídico) e ET-1 (peptídeo). Altemadamente com os experimentos 

usando mediadores inflamatórios, realizaram-se experiências usando gânglios de 

animais sensibilizados ativamente à OVA (10 pg/ml).

As alterações do CAP, seguindo a sugestão de Weinreich et al. (1995) 

foram classificadas, tomando como critério o tempo que se mantiveram presentes, 

como : i) as potenciações com duração > 30 min, que foram chamadas de 

potenciação de longa duração (LTP); ii) as potenciações com duração <30 min, 

que foram chamadas de potenciação de curta duração (STP), e iii) as 

potenciações com duração nula, ou seja, os casos em que não houve alteração. 

Não foram observadas alterações inibitórias com os mediadores inflamatórios 

utilizados neste estudo. Como potenciação entende-se aqui, um aumento dos 

parâmetros do CAP pós-ganglionar.

3.1. MEDIADORES INFLAMATÓRIOS

3.1.1. FATOR DE ATIVAÇÃO PLAQUETÁRIA (PAF)

A exposição de gânglios cervicais superiores de cobaios ao PAF, na 

concentração de 3x10’7 M, produziu alterações variáveis na integral do CAP.
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Essas alterações foram de três tipos. Em 31% (em 5 de um total de 16 (5/16)) 

dos gânglios o PAF promoveu LTP nos quais o incremento (estatisticamente 

significante, p < 0,05, teste t pareado) foi de 6,90 ± 1,85 mV.ms (n=5) em 

relação ao valor controle (14,81 ± 4,95 mV.ms (n=5), vide Tabela III-l) e a 

duração do incremento foi 32,80 ±2,14 minutos. Houve ocorrência de aumento 

estatisticamente significante (p < 0,001, teste t pareado) da integral do CAP com 

duração inferior a 30 minutos em 38% dos gânglios (6/16). Esse aumento foi de 

5,02 ± 0,35 mV.ms (n=6) sobre o valor controle (21,76 ±3,72 mV.ms (n=6) e 

durou 9,38 ± 3,76 minutos. Em 31% (5/16) dos gânglios estudados o PAF não 

induziu alteração da integral do CAP. A Figura III-l mostra o gráfico, bem como 

traçados osciloscópicos de um experimento típico da indução de LTP e STP pelo 

PAF.

Apesar da amplitude pico a pico do CAP não ser o instrumento mais 

preciso para classificação ou não de uma plasticidade sináptica como LTP, como 

o PAF induziu aumentos desse parametro cujas durações pareceram distribuir-se 

bimodalmente, agrupando-se em tomo de dois valores, um em tomo de 33 

minutos e outro em tomo de 5 minutos, resolvemos quantificar essas alterações 

agrupando-as em três grupos, utilizando os mesmos critérios de duração usados 

acima para a integral (Tabela III-2). Em 44% (7/16) dos gânglios, o PAF 

promoveu aumento da amplitude pico a pico do CAP com duração >30 minutos. 

Nesses gânglios o incremento (estatisticamente significante, p < 0,01, teste t 

pareado) foi de 0,37 ± 0,07 mV.ms (n=7) em relação ao valor controle 1,38 ± 

0,24 mV (n=7)). Em outros 44% dos gânglios (7/16) a ocorrência de aumento 

estatisticamente significante, p < 0,02, teste t pareado, da amplitude pico a pico 

foi de 0,21 ± 0,06 mV.ms (n=7) em relação ao valor do controle (1,90 ± 0,31 mV 

(n=7)) e a duração foi de 4,71 ± 1,06 minutos. Em 12% (2/16)



FIGURA III-l. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELA 

ADMINISTRAÇÃO DO FATOR DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA (PAF; 0,3 pM) AO GÂNGLIO CERVICAL 

SUPERIOR (SCG) DE COBAIOS

Painel A : Potenciação da transmissão sináptica com duração > 30 minutos (LTP). Painel B : Potenciação da transmissão 

sináptica com duração < 30 minutos (STP). Os triângulos indicam o início de 5 minutos de superfusão do gânglio com solução 

nutridora contendo o PAF. Cada ponto representa a magnitude média da integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) 

pós-ganglionares, evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos traçados na parte superior de cada 

painel representam o traçado osciloscópico do potencial de ação antes (a) e durante (b) a administração do PAF. O asterisco 

sob o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o correspondente artefato do choque. Calibração 

: 0,5 mV; 20 ms.
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3.1.2. COMPOSTO U44619

A aplicação do composto U44619, na concentração de 1 pM durante 5 

minutos no líquido de perfusão, produziu três tipos de alterações na integral 

(Tabela HI-1) e na amplitude pico a pico do CAP (Tabela III-2).

Em 75% (3/4) dos gânglios estudados, o composto U44619 produziu 

LTP, cujo aumento estatisticamente significante, p< 0,05, teste t pareado, na 

integral do CAP foi de 5,25 ± 1,05 mV.ms (n=3) em relação ao minutos (Figura 

III-2). Em 25% (1/4) dos gânglios estudados esse composto não induziu nenhuma 

alteração mensurável na integral do CAP.

Em relação às alterações produzidas sobre a amplitude pico a pico do 

CAP, em 25% (1/4) dos gânglios estudados, o composto U44619 

promoveu aumento nessa amplitude, a qual perdurou por 40 minutos. Nesse 

gânglio o incremento foi de 0,37 mV (n=l) em relação ao valor controle (1,75 

mV). Em outros 50% (2/4) dos gânglios o aumento da amplitude foi de 0,43 ± 

0,09 mV (n=2) em relação ao controle (1,28 ± 0,20 mV (n=2)), com uma 

duração de 6,00 ± 4,00 minutos. E em 25% (1/4) dos gânglios, o composto 

U44619 não induziu nenhuma alteração mensurável na amplitude pico a pico do 

CAP.

3.1.3. PROSTAGLANDINAS (PGs)

A caracterização da capacidade das PGs em induzir e/ou manter A- 

LTP, foi realizada empregando-se alguns desses derivados do ácido aracdônico 

que são liberados pelos mastócitos, tais como PGD2 (n=15); PGEj (n=3) e PGE2 

(n=2). Dentre essas, a única que, pelo menos em parte, induziu LTP e STP, foi a 

pgd2.
A administração de PGD? 1 pM por 5 minutos, produziu alterações na
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FIGURA III-2. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA 

TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELA ADMINISTRAÇÃO DO 

COMPOSTO U44619 (1,0 pM) AO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) 

DE COBAIO

A figura mostra a potenciação sináptica com duração > 30 minutos (LTP). O 

triângulo indica o início da superfusão do gânglio com a solução nutridora 

contendo o composto U44619. Cada ponto representa a magnitude média da 

integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós-ganglionares, evocados 

à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos traçados na parte 

superior da figura representam o registro osciloscópico do potencial de ação antes 

(a) e durante (b) a administração do composto U44619. O asterisco sob o 

registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o 

correspondente artefato do choque. Calibração : 1 mV; 20 ms.
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integral (Tabela III-l) e na amplitude pico a pico do CAP (Tabela III-2).

Como observado com os mediadores acima apresentados, as alteraçõs 

na integral do CAP foram classificadas em 3 tipos, de acordo com a sua duração 

(Tabela III-l). Assim, em 47% (7/15) dos gânglios estudadosa PGD2 induziu 

LTP, cuja potenciação estatisticamente significante, p < 0,001, teste t pareado, 

foi de 9,9 ± 1,62 mV.ms (n=7) em relação ao valor controle (13,24 ± 1,96 

mV.ms (n=7)), com uma duração de 36,29 ± 3,06 minutos. A Figura IJI-3 

mostra o gráfico e os registros osciloscópicos de um experimento típico da 

indução da LTP e STP pela PGD2.

Em 33% (5/15) dos gânglios, o aumento (estatisticamente significante, 

p < 0,05, teste t pareado) da integral do CAP induzido pela PGD2 foi de 5,10 

± 2,09 mV.ms (n=5) em relação ao valor controle (15,08 ± 3,65 mV.ms (n=5)), 

com duração de 16,20 ± 2,59 minutos. E em 20% (3/15) dos gânglios, a PGD2 

não produziu alterações na integral do CAP.

As alterações produzidas na amplitude pico a pico pela PGD2 também 

puderam ser classificadas de acordo com suas durações (Tabela III-2). Em 60% 

(9/15) dos gânglios utilizados, a potenciação estatisticamente significante, p < 

0,01, teste t pareado, induzida pela PGD2 na amplitude foi de 0,5 ±0,15 mV 

(n=9) em relação ao valor controle (1,28 ± 0,23 mV (n=9)), com duração de 

32,78 ± 2,43 minutos. Nos 40% (6/15) restantes dos gânglios, a potenciação 

(estatisticamente significante, p < 0,02, teste t pareado) da amplitude pico a pico 

do CAP foi de 0,11 ± 0,03 mV (n=6) em relação ao valor controle (0,98 ± 0,20 

mV (n=6)), com duração de 15,00 ± 3,83 minutos.
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3.1.4. BRADICININA (BK)

A aplicação de BK na concentração de 100 pM, por 5 minutos, 

também produziu alterações na integral (Tabela III-1) e na amplitude pico a pico 

do CAP (Tabela IB-2).

As alterações na integral do CAP foram classificadas em dois 

grupos, de acordo com suas durações. Em 20% (1/5) dos gânglios estudados a 

BK induziu LTP, cujo incremento na integral do CAP foi de 59,15% (n=l) em 

relação ao valor controle (16,55 mV.ms (n=l)), e duração de 30 minutos.

Em 80% (4/5) dos gânglios o incremento (estatisticamente 

significante) na integral do CAP foi de 16,2 ± 7,54 mV.ms (n=4) em relação ao 

valor controle (23,79 ± 9,83 mV.ms (n=4), com duração de 14,25 ± 3,92 minutos 

(Tabela III-1).

As alterações induzidas pela BK na amplitude pico a pico (Tabela III- 

2), mostram que em 20% (1/5) dos gânglios, ocorreu indução de LTP, cujo 

incremento foi de 0,23 mV (n=l) em relação ao valor controle (0,69 mV (n=l)), 

com duração de 31 minutos. Em 60% (3/5) dos gânglios, o incremento da 

amplitude do CAP foi de 0,26 ± 0,09 mV (n=3) em relação ao valor controle 

(1,65 ± 0,75 mV (n=3)), com duração de 13,67 ±6,17 minutos. E em 20% (1/5) 

dos gânglios, a BK não induziu alteraçãomensurável na amplitude pico a pico do 

CAP.

3.1.5. FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNFa)

A perfusão com TNFa na concentração de 7,14 nM, durante 5 

minutos, produziu alterações na integral (Tabela III-1) e na amplitude pico a pico 

do CAP (Tabela BI-2).



FIGURA II1-3. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELA 

ADMINISTRAÇÃO DA PROSTAGLANDINA D2 (PGD2, 1,0 pM) AO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE 

COBAIOS

Painel A : Potenciação da transmissão sináptica com duração > 30 minutos (LTP). Painel B : Potenciação da transmissão 

sináptica com duração < 30 minutos (STP). Os triângulos indicam o início da superfusão do gânglio com a solução nutridora 

contendo PGD2. Cada ponto representa a magnitude média da integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós- 

ganglionares, evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms.Os pequenos traçados na parte superior de cada 

painel representam o registro osciloscópico do potencial de ação antes (a) e durante (b) a administração da PGD2. O asterisco 

sob o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o correspondente artefato do choque. Calibração 

: Painel A, 0,5 mV; 20 ms; Painel B, 0,25 mV; 20 ms.
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Seguindo o mesmo padrão apresentado pelos mediadores já 

apresentados, as alterações na integral do CAP foram classificadas de acordo 

com o curso temporal.

Em 67% (2/3) dos gânglios, o TNFa produziu LTP, cujo aumento 

(estatisticamente significante, p < 0,01, teste t pareado) na integral do CAP foi de 

4,60 ± 0,14 mV.ms (n=2) em relação ao valor controle (30,98 ±8,14 mV.ms 

(n=2)), com uma duração de 43,50 ± 3,51 minutos. Nos 33% (1/3) dos gânglios, 

o TNFa não produziu alteração na integral do CAP.

Seguindo o mesmo padrão de classificação, as alterações produzidas 

pelo TNFa na amplitude pico a pico do CAP, foram classificadas em : (i) aquelas 

com duração > 30 minutos; e (ii) aquelas em que essas alterações apresentaram 

duração <30 minutos (Tabela IH-2).

Em 33% (1/3) dos gânglios, o TNFa apresentou um incremento na 

amplitude pico a pico do CAP da ordem de 0,09 mV (n=l) em relação ao valor 

controle (1,07 mV (n=l)), com duração de 47 minutos. Nos 67% (2/3) dos 

gânglios restantes, o incremento (estatisticamente não significante) da amplitude 

foi de 0,10 ± 0,02 mV (n=2) em relação ao valor controle (1,99 ± 0,04 mV 

(n=2)), com duração de 7,00 ± 2,00 minutos.

3.1.6. ENDOTELINA-1 (ET-1)

A administração de ET-1, na concentração de 500 nM por 5 minutos, 

apresentou alterações variáveis na integral (Tabela III-1) e na amplitude pico a 

pico do CAP (Tabela III-2). Acompanhando o mesmo padrão apresentado pelos 

demais mediadores estudados, as alterações na integral do CAP, foram 

classificadas de acordo com sua duração.
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Em 25% (3/12) dos gânglios utilizados, registrou-se um incremento 

estatisticamente signifícante, p < 0,05, teste t pareado, na integral do CAP de 

5,70 ± 1,60 mV.ms (n=3) em relação ao valor controle (13,40 ± 0,72 mV.ms 

(n=3)), com duração de 33,67 ± 2,60 minutos.

Em 67% (8/12) dos casos, houve ocorrência de aumento da integral do 

CAP com duração inferior a 30 minutos. Esse aumento (estatisticamente 

signifícante, p < 0,01, teste t pareado) foi de 4,90 ± 1,05 mV.ms (n=8) em 

relação ao valor controle (19,23 ± 1,52 mV.ms (n=8)), com duração de 12,29 ± 

2,19 minutos. E em 8% (1/12) dos gânglios estudados a ET-1 não produziu 

alteração na integral do CAP. A Figura III-5 mostra um experimento típico, onde 

são mostrados o gráfico e os traçados osciloscópicos da alteração da integral do 

CAP, induzida pela ET-1.

Na amplitude pico a pico do CAP, as alterações produzidas pela ET-1 

seguiram o mesmo padrão, sendo classificadas de acordo com a sua duração.

Assim, em 42% (5/12) dos gânglios a ET-1 promoveu um incremento 

(estatisticamente signifícante, p < 0,02, teste t pareado) na amplitude pico a pico 

da ordem de 0,36 ± 0,08 mV (n=5) em relação ao valor controle (1,88 ± 0,37 

mV (n=5)), com duração de 35,00 ± 2,39 minutos. Incremento da amplitude com 

duração inferior a 30 minutos ocorreu em 33% (4/12) dos gânglios estudados. 

Esse aumento (estatisticamente signifícante, p < 0,01, teste t pareado) foi de 0,11 

± 0,02 mV (n=4) em relação ao valor controle (1,56 ± 0,22 mV (n=4)), com 

duração de 8,33 ± 2,01 minutos. E nos 25% (3/12) restantes dos gânglios, a ET-1 

não promoveu alteração mensurável da amplitude pico a pico do CAP.

3.2. ANTÍGENO SENSIBILIZANTE

A exposição de SCGs ao antígeno sensibilizante OVA produziu dois 
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tipos de potenciação na transmissão sináptica. Em 57% de 60 gânglios estudados, 

houve indução de LTP, cuja incrementação (estatisticamente significante, p < 

0,001, teste t pareado da integral do CAP foi de 15,80 ± 1,81 mV.ms (n=34) 

acima do valor controle (17,70 ± 1,53 mV.ms (n=34)). Nos outros 43% dos 60 

gânglios houve indução de STP, cuja magnitude da incrementação 

(estatisticamente significante, p < 0,001, teste t pareado) foi de 11,80 ± 1,42 

mV.ms (n=26) acima do valor controle (17,80 ± 3,37 mV.ms (n=26)).

A Figura II-5 mostra um experimento típico, onde são mostradas o 

gráfico e os traçados osciloscópicos das alterações da integral do CAP induzidas 

pelo antígeno sensibilizante.

Em relação às alterações produzidas pelo antígeno sensibilizante sobre 

a amplitude pico a pico do CAP, em 48% dos 60 gânglios, OVA promoveu um 

aumento nessa amplitude com duração > 30 minutos, cuja magnitude da 

incrementação (estatisticamente significante, p < 0,001, teste t pareado) foi de 

0,57 ± 0,06 mV (n=29) acima do valor controle ( 1,70 ± 0,17 mV (n=29)). Em 

outros 35% dos 60 gânglios houve indução de aumento nessa amplitude com 

duração < 30 minutos, cuja magnitude da incrementação (estatisticamente 

significante, p < 0,001, teste t pareado) foi de 0,36 ± 0,06 mV (n=21) acima do 

valor controle (1,70 ± 0,21 mV (n=21)). Nos restantes 17% dos 60 gânglios não 

foram observadas alterações na amplitude pico a pico do CAP.

Em relação à comparação da magnitude dos efeitos dos mediadores 

inflamatórios com aqueles do antígeno sensibilizante, pode-se observar na 

segunda coluna da Tabela III-l que o aumento da integral do CAP produzido pelo 

PAF, composto U44619 ou ET-1, foi aproximadamente 50% daquele induzido 

pelo antígeno (94%), e comparando-se o pool dos valores de potenciação dessas 

substancias com a incrementação induzida pelo antígeno, verifica-se que houve 

diferença estatisticamente significante (p < 0,05; ANOVA e teste de Scheffé). A 

taxa de ocorrência da LTP foi mais alta com o composto U44619 e mais baixa



FIGURA 111-4. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELA 

ADMINISTRAÇÃO DA ENDOTELINA-1 (ET-1; 0,5 pM) AO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIOS 

Painel A : Potenciação da transmissão sináptica com duração > 30 minutos (LTP). Painel B : Potenciação da transmissão 

sináptica com duração < 30 minutos (STP). Os triângulos indicam o início da perfusão do gânglio com solução nutri dora 

contendo a ET-1. Cada ponto representa a magnitude média da integral de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós- 

ganglionares, evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos traçados na parte superior de cada 

painel representam o registro osciloscópico do potencial de ação antes (a) e durante (b) a administração da ET-1. O asterisco 

sob o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o correspondente artefato do choque. Calibração 

: 0,5 mV; 20 ms.
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com o PAF e ET-1, quando comparada com a do antígeno sensibilizante (34/60). 

PGD2 causou um aumento na integral do CAP (75%) cuja magnitude não foi 

estatisticamente diferente (ANOVA) e cuja taxa de incidência foi similar àquela 

do antígeno sensibilizante.

A terceira coluna da Tabela III-l mostra que os mediadores 

inflamatórios induziram STP com taxa de incidência que foi maior (ET-1) ou 

menor (PAF e PGD2) do que aquela produzida pelo antígeno sensibilizante 

(26/60). As comparações acima mencionadas são baseadas nos dados da integral 

do CAP (Tabela III-l), que mais fidedignamente refletem o número 

de potenciais de ação trafegando nos axônios do nervo (JOHNSTON & 

WU,1995). Os dados de amplitude pico a pico, quantificados e apresentados 

nesse trabalho, também levam à mesma conclusão geral que os vários mediadores 

estudados induzem LTP e STP, contudo com magnitude que, com esse 

parâmetro, tendem a ser mais similares ao antígeno sensibilizante do que quando 

a comparação é feita usando o parâmetro integral do CAP (Tabela III-2).

4. DISCUSSÃO

A principal descoberta deste estudo, considerando-se que nos 

controles, com apresentação do antígeno (OVA) ao gânglio não sensibilizado não 

houve alteração da transmissão sináptica, é que todos os mediadores 

inflamatórios, derivados de mastócitos, aqui estudados, induziram plasticidade 

sináptica. Em todos os casos essa plasticidade foi facilitatória, como verificado 

através da integral do CAP pós-sináptico. Essa facilitação desloca o 

funcionamento do neurônio, em termos eletrônicos, de um padrão eminentemente 

integrador rápido em direção ao padrão chaveador rápido. Isso implica numa 

maior passagem de impulsos aferentes através do gânglio e, portanto, um



FIGURA III-5. CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO NA TRANSMISSÃO SINÁPTICA INDUZIDA PELO 

CHOQUE ANTIGÊNICO NO GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIOS SENSIBILIZADOS 

ATIVAMENTE À OVALBUMINA (OVA; 10 pg/ml)

Painel A : Potenciação da transmissão sináptica com duração > 30 minutos (LTP). Painel B : Potenciação da transmissão 

sináptica com duração < 30 minutos (STP). Os triângulos indicam o início da superfusão do gânglio com solução nutridora 

contendo o antígeno sensibilizante (OVA). Cada ponto representa a magnitude média da integral de 12 potenciais de ação 

compostos (CAPs) pós-ganglionares evocados à 0,2 Hz. Ordenada, integral do CAP, em mV.ms. Os pequenos traçados na 

parte superior de cada painel representam o registro osciloscópico do potencial de ação antes (a) e durante (b) a 

administração do antígeno. O asterisco sob o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o 

correspondente artefato do choque. Calibração : 0,5 mV; 10 ms.
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tônus simpático aumentado junto aos efetuadores simpáticos inervados por esse 

gânglio. O significado desse fenômeno no cobaio não foi investigado neste estudo 

e não se encontram disponíveis na literatura estudos que permitam aquilatar sua 

importância.

Estudos recentes de MATHISON et al.(1994) envolvendo o SCG de 

rato, sugerem que estes achados podem ser muito importantes. MATHISON et al. 

demonstraram que o eixo “tronco simpático cervical-glândula submandibular” 

(Cervical sympathetic trunck-submadibular gland, TSC-GS) têm um papel muito 

importante na regulação da defesa imunológica cardiovascular. O eixo TSC-GS 

tem potentes ações imunomodulatórias sobre as células inflamatórias, sobre a 

secreção de fatores de crescimento ligados aos processos cicatriciais e tem-se 

sugerido que ele contribua no controle da pressão arterial sistêmica.

Estudos de CARDINALI & ROMEO (1990) têm também 

documentado o importante papel da influência do tronco cervical sobre o eixo 

hipotálamo-hipofisário na manutenção da homeostase em algumas situações de 

stress.

A facilitação sináptica apresentada nesse estudo foi causada por vários 

agentes inflamatórios. Como esses agentes in vivo podem alterar o volume do 

espaço intersticial e assim alterar a resistência do espaço extracelular e a 

amplitude e a integral do CAP, pode-se arguir que essa potenciação seja um mero 

artefato de alteração da resistência elétrica do espaço extracelular. Duas 

evidências experimentais descartam essa hipótese : i) em controles anteriormente 

realizados (WEINREICH et al., 1995) observou-se que, quando a estimulação é 

pré-ganglionar, comprovada pelo bloqueio total que lhe oferece o hexametônio (1 

mM), o antígeno e a histamina induzem potenciação. Quando a estimulação é 

feita diretamente sobre o gânglio, estimulando diretamente os neurônios 

ganglionares e dispensando a etapa da transmissão sináptica, então não há 

indução de potenciação sináptica. ii) o nervo pré-sináptico, que se encontra no
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TABELA III-l. EFEITO DO ANTÍGENO SENSIBILIZANTE (OVA), FATOR 

DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA (PAF), COMPOSTO U44619, 

PROSTAGLANDINA D2 (PGD2), ENDOTELINA-1 (ET-1), BRADICININA 

(BK) E FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF ) SOBRE A INTEGRAL DO 

POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO (CAP) EM GÂNGLIO CERVICAL 

SUPERIOR (SCG) DE COBAIOS

aRcprcscnta a potenciação com duração > 30 min.(LTP); potenciação com duração < 30 min.(STP).

bOs valores mostrados são a media ± SEM do aumento na integral do CAP registrado como a percentagem da 

integral controle. Para a significância estatística das diferenças entre as médias, veja texto.

c(número de ocorrências do incremento com duração > 30 min./total dos testes)

‘(número de ocorrências do incremento com duração < 30 min./total dos testes)

AGENTE
POTENCIAÇÃO DE 

LONGA 

DURAÇÃO(LTP)a

POTENCIAÇÃO DE 

CURTA 

DlJRAÇÃO(STP)a

AUSÊNCIA DE

ALTERAÇÃO

Antígeno

Sensibilizante (OVA
10 gg/ml)

93,75 ± 8,08b

(34/60)'

90,97 ± 11,87 

(26/60)d (0/60)

PAF (0,3 iiM) 46,65 ± 13,74

(5/16)

23,09 ± 9,46

(6/16) (5/16)

LJ446Í9 (1,0 |iiM) 34,26 ± 6,85

(3/4) (0/4) (1/4)

PGD2(l,0 gM) 75,07 ± 19,12

(7/15)

33,92 ± 13,87

(5/15) (3/15)

ET-1 (0,5 gM) 41,97 ± 12,71

(3/12)

25,45 ± 5,47

(8/12) (1/12)

BK(100 nM) 59,15

(1/5)

67,99 ±31,71

(4/5) (0/5)

TNF (7,14 nM) 14,87 ±0,44

(2/3) (0/3) (1/3)
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TABELA IH-2. EFEITO DO ANTÍGENO SENSIBILIZANTE (OVA), FATOR 

DE AGREGAÇÃO PLAQUETÁRIA (PAF), COMPOSTO U44619, 

PROSTAGLANDINA D2 (PGD2), ENDOTELINA-1 (ET-1), BRADICININA 

(BK) E FATOR DE NECROSE TUMORAL (TNF ) SOBRE A AMPLITUDE 

PICO A PICO DO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO (CAP) EM 

GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE COBAIOS

“Representa a potenciação com duração > 30 min.(LTP): potenciação com duração < 30 min.(STP).

''Os valores mostrados são a media ± SEM do aumento na amplitude do CAP registrado como a percentagem da 

amplitude pico a pico controle. Para a significância estatística das diferenças entre as médias, veja texto. 

c(número de ocorrências do incremento com duração > 30 min./total dos testes)

‘‘(número de ocorrências do incremento com duração < 30 min./total dos testes)

AGENTE
POTENCIAÇÃO DE

LONGA 

DURAÇÃO(LTP)a

POTENCIAÇÃO DE
CURTA 

DURAÇÃO(STP)a

AUSÊNCIA DE

ALTERAÇÃO

Antígeno
Sensibilizante (OVA

10 gg/ml)

33,28 ± l,03b

(29/60)“

14,38 ± 1,72

(21/60)“* (10/60)

PAF (0,3 gM) 26,68 ± 5,30

(7/16)

11,26 ±3,48

(7/16) (2/16)

U44619(l,0 gM) 21,14

(1/4)

19,21 ±6,92

(2/4) (1/4)

PGD2(l,0 gM) 39,14 ± 11,75

(9/15)

11,32±3,17

(6/15) (0/15)

ET-1 (0,5 gM) 19,02 ±4,31

(5/12)

6,87 ± 1,10

(4/12) (3/12)

BK(100 nM) 33,33

(1/5)

15,51 ±5,53

(3/5) (1/5)

TNF (7,14 nM) 9,34

(1/3)

5,26± 1,14

(2/3) (0/3)
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banho e portanto também é exposto ao mediador inflamatório, não apresenta 

alteração do CAP. Além dessas duas evidências, o gânglio superfundido in vitro 

não tem a microcirculação funcionante e com capacidade para desenvolver 

edema.

A indução da plasticidade sináptica pelos mediadores inflamatórios foi 

de ocorrência importante vez que, para todos os agonistas testados, ela incidiu na 

maioria das preparações. No que concerne à magnitude da potenciação, houve 

uma grande variação, que se situou entre 15 e 75%. Estudos anteriores de efeitos 

de mediadores inflamatórios sobre a transmissão sináptica no SCG têm se 

restringido à histamina (CHRISTIAN et al.,1989; CHRISTIAN & 

WEINREICH, 1991; WEINREICH et al.,1992; 1995), que é um dos principais 

mediadores liberados pelos mastócitos. Esses estudos (vide também capítulo 

anterior), usando medidas do CAP, demonstraram que a potenciação induzida 

pela histamina, a curto termo (poucos minutos após a exposição da preparação ao 

antígeno sensibilizante) é semelhante, em incidência e magnitude, aqueles 

induzidos pelo antígeno sensibilizante. Com a técnica do microeletrodo 

intracelular, esses autores demonstraram que os efeitos da histamina são também 

quantitativa e qualitativamente similares aqueles do antígeno sensibilizante. 

Observados os efeitos a longo prazo (duração > 30 min.) histamina e antígeno 

sensibilizante diferiram profundamente em que os efeitos dessa amina foram 

sempre de duração inferior a 30 minutos.

Participação de outros mediadores foi pesquisada indiretamente, 

através de antagonistas. Em presença de bloqueadores Hb H2 e H3, os efeitos da 

histamina foram bloqueados, mas não os do antígeno sensibilizante a curto e 

longo prazo, o que confirmou a participação de outros mediadores. Bloqueadores 

adrenérgicos e serotoninérgicos, indometacina e ácido nordihidroguaiarético 

(Nordihydroguaiaretic acid, NDGA), aplicados isoladamente, não bloquearam a 

potenciação. Esses dados foram interpretados como sugestão de que o mediador 
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responsável pela LTP não seria um agonista adrenérgico ou serotoninérgico, nem 

um mediador lipídico derivado do ácido aracdônico (WEINREICH et al.,1995).

Os dados do presente trabalho mostram que essa interpretação precisa 

ser revista. Todos os mediadores incluídos nesse estudo foram capazes de 

induzir LTP, embora com taxas de ocorrência e amplitudes menores do que 

aquelas do antígeno sensibilizante. Assim, é possível sugerir-se que a LTP 

induzida pelos mediadores liberados pelos mastócitos não seja causada por um 

mediador único, mas pela ação sinérgica de muitos, de tal maneira que o bloqueio 

a um mediador ou mesmo a um grupo deles não se reflita num bloqueio total da 

LTP, pois outros mediadores arcariam com a produção do efeito. O mesmo pode 

ser sugerido em relação à STP.

A robusta LTP, bem como a potenciação de curta duração, produzidas 

pela aplicação exógena de PGD2, um conhecido mediador lipídico derivado do 

ácido aracdônico e liberado pelos mastócitos ativados (WEINREICH et 

al.,1992), sugerem que o envolvimento desse prostanóide na indução e/ou 

manutenção da A-LTP, merece ser reavaliada. Nossos resultados mostraram que 

a magnitude da potenciação da transmissão sináptica ganglionar obtida em 47% 

dos gânglios estudados (75 ± 19,1%) se aproximou daquela obtida pelo antígeno 

sensibilizante (94 ± 8,1%), enquanto 33% dos gânglios apresentou potenciação 

de curta duração. Isso nos sugere que esse mediador parece estar fortemente 

implicado na indução e/ou manutenção da A-LTP.

Outro derivado do ácido aracdônico, o composto U44619, análogo do 

TXA2, também produziu uma LTP em 75% dos gânglios estudados, embora a 

magnitude dessa potenciação tenha sido de apenas 36% daquela produzida pelo 

antígeno sensibilizante.

Esses resultados nos sugerem que tais mediadores derivados do 

ácido aracdônico, de alguma maneira parecem contribuir para o desenvolvimento 

da LTP induzida pelo choque antigênico, embora quando aplicados isoladamente 
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não produzam potenciação com a mesma magnitude daquela induzida pelo 

antígeno sensibilizante.

Em apoio a essa suposição, dados da literatura têm demonstrado 

evidências de que o ácido aracdônico e seus derivados da via lipoxigenase 

(HETE e HPETE) desempenham um importante papel na indução da LTP 

hipocampal, funcionando como um provável mensageiro retrógrado (LYNCH et 

al.,1991), uma vez que o NDGA, um inibidor da lipoxigenase e da fosfolipase A2, 

bloqueia a indução da LTP no girus dentado do rato (LYNCH et al.,1989).

Os resultados obtidos com a superíusão do gânglio com o PAF, um 

derivado lipídico liberado pelos mastócitos ativados (TRIGG1ANI et al.,1992), 

não foram suficientemente capazes de implicá-lo de modo importante na indução 

da A-LTP. Entretanto, tais resultados nos fornecem indícios de que esse 

composto, de alguma maneira parece estar envolvido na indução desse fenômeno.

Dados recentes da literatura demonstraram que no hipocampo de rato, 

o PAF parece estar envolvido na indução da LTP hipocampal, possivelmente 

servindo como parte de uma cascata sinalizante retrógrada, regulando eventos 

como a LTP, envolvidos na formação da memória (KATO et al.,1994; 

GODA,1994; IZQUIERDO et al.,1995). Esses dados vêem portanto, corroborar 

nossa suposição de que o PAF também possa estar envolvido como um dos 

possíveis mediadores responsáveis pela indução da LTP ganglionar , 

produzida pelo choque antigênico, uma vez que mecanismos semelhantes 

parecem estar envolvidos na indução da LTP central e periférica.

A ocorrência infrequente de LTP observada pela aplicação exógena de 

BK (1/5), ET-1 (3/12) e TNFa (2/3), toma improvável que tais mediadores 

tenham um papel maior na indução da A-LTP. Entretanto, tal fato não descarta 

totalmente a parcela de contribuição de cada um desses mediadores no 

desenvolvimento desse fenômeno.
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A discussão acima mencionada se fundamentou nos dados da integral 

do CAP. Um parâmetro bem mais simples de medir-se é a amplitude pico apico. 

Este último parâmetro, contudo não é tão inequívoco, pois enquanto a integral é 

influenciada apenas pelo número de potenciais de ação que trafegam nos axônios 

e fatores que geralmente se mantêm constantes, como a resistência elétrica do 

espaço intersticial, a amplitude pico a pico é influenciada também pela 

sincronização com que trafegam esses potenciais, que pode variar com alterações 

da velocidade de condução do potencial de ação ou com alterações dos 

potenciais pós-sinápticos (JOHNSTON & WU,1995). Neste estudo quantificou- 

se também a amplitude pico a pico para se comparar as suas medidas e 

conclusões com aquelas oriundas da integral do CAP. Pode-se verificar que, no 

que concerniu à verificação da indução, por um dado agente, de alteração 

estatisticamente signifícante da magnitude do CAP em relação ao controle, as 

conclusões baseadas na amplitude pico a pico e na integral foram, geralmente, 

semelhantes. No que concerniu à comparação da magnitude da alteração do CAP 

entre os vários mediadores inflamatórios entre si e entre eles e o antígeno 

sensibilizante, apesar da medida pico a pico levar à mesma conclusão geral que 

os mediadores inflamatórios induzem STP e LTP, as diferenças quantitativas na 

magnitude e na incidência dos efeitos entre antígeno sensibilizante e mediadores 

inflamatótios são atenuadas, o que sugere um menor grau de precisão da medida 

pico a pico.

Em resumo, podemos concluir a partir dos dados obtidos, que dos 

mediadores estudados vários foram capazes de induzir LTP e, a PGD2 foi o que 

apresentou um efeito mais aproximado àquele do antígeno sensibilizante em 

induzir LTP. Os dados nos levam a aventar a hipótese de que esses vários 

mediadores liberados pelos mastócitos durante o choque antigênico, possam 

interagir sinérgicamente e assim, significativamente contribuir para a indução 

e/ou manutenção da A-LTP.
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We have previously discovered a Iong-lasting enhancement of synap
tic transmission in mammal autonomic ganglia caused by imniuno- 
logical activation of ganglionic mast cells. Subsequent to mast cell 
activation, lipid and peptide mediators are released which may modu- 
latesynapticfunction. In this study wedetermined whethersomemast 
ceíl-deriveu mediators, prostaglandin D2 (PGD2; l.O pM), plateict 
aggregating factor (PAF'; 0.3 pM) and U446I9 (a thromboxane ana- 
logue; l .0 pM), and also cndothelin-1 (ET-1; 0.5 pM) induce synaptic 
potentiation in the guinea pig superior cervical ganglion (SCG), and 
compared their effccts on synaptic transmission with those induced by 
a sensitizing antigen, ovalbumin (OVA; 10 pg/ml). The experiments 
were carricd out on SCGs isolated from adult male guinea pigs (200- 
250 g) activcly sensitized to OVA, maintained in oxygcnatcd Locke 
solution at 37°C. Synaptic potentiation was measured through alter- 
ations ofthe integral ofthc post-ganglionic compound action potential 
(CAP). All agents tested caused long-term (LTP; duration >30 min) or 
short-tenn (STP; <30 min) potentiation of synaptic efficacy, as meas
ured by the increase in the integral ofthe post-ganglionic CAP. Thc 
magnitude ofmediator-induced potentiation was ncvcrthe sameasthe 
antigen-induced long-term potentiation (A-LTP). Thc agent that best 
mimickcd the antigen was PGD2, which induced a 75% increase in 
CAP integral for LTP (antigen: 94%) and a 34% increase for STP 
(antigen: 91%). PAF-, U44619-, and ET-1-induced increases in CAP 
integral ranged for LTP from 34 to 47%, and for STP from 0 to 26%. 
These results suggcst that thc agents investigatcd may participate in 
the induction of A-LTP.
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Presynaptic stimulation can cause con- 
spicuous changes in the synaptic efficacy of 
Chemical synaptic transmission which can 
last from seconds to hours. An increase in 
synaptic efficacy is callcd short-term poten
tiation (STP) or long-term potentiation (LTP) 
if it persists for a fcw minutes, or many 
minutes to hours, respectively (I). LTP is 
thought to be strongly related to the mech- 
anism of memory and pain (2-4).

It has been demonstrated that antigen-anti- 
body-mediated activation of resident mast cel Is 
in the superior cervical ganglion (SCG) causes 
an increase in the efficacy of synaptic trans
mission which, in most cases, is long lasting 
(>30 min) and has been tenned antigen-in
duced long-term potentiation (A-LTP) (5,6). 
Histamine, which is released from mast cells 
in the guinea pig SCG upon antigen challenge, 
has been shown to have a stimulatory (through 
Hi receptors) action on ganglionic nicotinic 
transmission (7), but causes only a short-last- 
ing(< 10 min) potentiation ofsynaptic efficacy 
(8). Catecholamines (which can be released 
from sympathetic ccll bodies) and serotonin 
(found in mast and enterochromaffin cells) 
can potentiate ganglionic synaptic transmis
sion (9,10). Since blockadc of a- and B-adre- 
nergic, muscarinic and nicotinic cholinergic, 
and serotoninergic receptors did not block A- 
LTP, we investigatcd whether othersubstances 
released by mast cell activation can induce 
LTP. Weexamined three derivatives ofarachi- 
donic acid, prostaglandin D2 (PGD2), platelet 
aggregating factor (PAF) and U44619 (a throm- 
boxane analogue), as well as endothelin-1 (ET - 
1). All compounds were shown to induce LTP, 
although not to the same extent as A-LTP.

The experiments were carried out on adult 
male guinea pigs (200-250 g) actively sensi
tized to ovalbumin (OVA; chicken egg albu
min, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 
as described previously (5). Briefly, animais 
were injected intraperitoneally with ovalbu
min (10 mg/kg) at two-day intervals for 6 
days. Twenty one to 45 days after the last 
injection, the animais were killed and the

SCG, along with their pre- and postgangli
onic nervo trunks, were dissected and imme- 
diately submerged in cold (5°C) Locke solu
tion with the following composition: 136 
mM NaCI, 5.6 mM KC1, 14.3 mM NaHCO3, 
1.2 mM NaH2PO4, 2.2 mM CaCI2, 1.2 mM 
MgCl2, 11 mM dextrose, and 0.03 mM cho- 
line chloride, bubbled continuously with 95% 
O2-5% CO2, pH 7.2 to 7.4.

SCG were trimmcd of excess connective 
tissue and pinned to the Sylgard (Dow Corn
ing, Midland, MI) coated floor of a record- 
ing chamber (= 0.25 ml volume). Ganglia 
were superfused (3-5 ml/min) at 36-37°C 
with oxygenated Lockesolution. Unless oth- 
erwise statcd, agonists were superfused over 
ganglia for 5 min.

Evoked compound action potentials 
(CAP) were routinely recorded with extra- 
cellular suetion electrodes placed 2-4 mm 
distant from the ganglion at the levei of the 
superior nerve branch, and connected to the 
preamplifier(0.1-1 kHz; WPI, Sarasota, FL). 
Stimulation was carried out with. suetion 
electrodes placed 3-10 mm away from the 
ganglion at the levei of the cervical sympa
thetic nerve trunk (CST). The cffect of appli- 
cation of an antigen or reagent on ganglionic 
synaptic transmission was assessed by meas- 
uring changes in the integral of the evoked 
CAP. CAP were evoked and collected via 
pCLAMP software (Axon Instruments, Fos- 
terCity, CA)runningon an IBM PCXT with 
a TL1 interface (Axon Instruments). The 
Computer was connected to a Dell System 
320 (20 MHz, 386 PC) via a two-node local 
area network (Lantastic Artisoft Inc., Tuc- 
son, AZ) for the purpose of monitoring the 
peak-to-peak amplitude and integral CAP 
responses “on-line”. The monitoring/analy- 
sis program (“CAP”, written in collabora- 
tion with BME Systems Inc., Baltimorc, MD) 
run on the Dell 320 system permitted analy- 
sis of the responses during the experiment.

Postganglionic CAP were usually evoked 
at a frequency of 0.2 Hz, and the control CAP 
integral was usually adjusted to values close to 
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50% of the maximum attainable either by 
adjusting prcganglionic stimulus intensity or 
by adding hexamethonium (100-300 gM) to 
the Locke solution and stimulating the CST 
supramaximally. Potentiation of synaptic trans- 
mission was considered to be long-term if it 
lasted >30 min, and STP for periods of time 
<30 min.

All salts were analytical grade and were 
purchased from Sigma Chemical Coinpany. 
ET-1, PAF, PGD2, and U44619 were kindly 
donated by Dr. B. Undem, Johns Hopkins 
University.

Data are reported as mean ± SEM and were 
considered to be significant al P<0.05.

The effects of the arachidonic acid dc- 
rivatives PAF and PGD2, of the thrombox- 
ane analogue U44619, and of the cytokine 
ET-1 are shown in Table 1. Also shown for 
comparison are the effects produced by the 
antigen OVA (Figure 1). Five ganglia from 
sensitized and 7 from non-sensitized guinea 
pigs were exposcd to bovine serum albumin 
(10 jig/ml) and OVA (10 pg/ml) (sensitizing 
antigen), respectively. No alteration of syn
aptic transmission (>5%) was observed. 
Unsensitizing antigen, therefore, nevcr in
duced synaptic potentiation.

Column 2 in Table 1 shows the quantifica- 
tion of induction of long-term potentiation, 
reported as the increase in CAP integral and 
ratio of occurrence (given in parentheses) of 
LTP. All four substances induced LTP, as 
recorded in at Ieast 25% preparations tested. 
Thc magnitude of CAP potentiation produced 
by PAF, U44619 or ET-1 was -50% that 
induced by antigen (94%) and, taking values 
of all three agents together, differed signifi
cantly from the values for sensitizing antigen 
(P<0.05, ANOVA and the Scheffé test). The 
incidence of LTP was higher with U44619 but 
lower with PAF and ET-1 when compared 
with A-LTP (34 of60 trials). PGD2 caused an 
increase in CAP (75%) that was not statisti- 
cally different from potentiation produced by 
the antigen. Interestingly, PGD2 induced LTP 
with nearly the same incidence as OVA.

•
Table 1 - Effect of sensitizing antigen, piatelet aggregating factor (PAF), 1144619, 
prostaglandin D2 (PGD2), and endothelm-1 (ET-1) on the efficacy of synaptic transmis
sion in guinea pig superior cervical ganglion (SCG).

3Mean potentiation lasting >30 min (LTP); potentiation lasting <30 min (STP). bMean 
increase in cornpound action potential (CAP) integral reported as percentage of control 
integral ± SEM. For the statistical significance of differences between means, soe 
toxt. CAP integrais (mV.ms) in preparations exposed to sensitizing antigen and PGD2 
were 17.76 ± 1.67 (N = 60) and 13.24 ± 1.96 (N = 14), respectively, and 31.81 ± 2.34 
and 21.27 ± 2.39, in the presence of these agents. cNumber of increases with a 
duralion £30 min/total of trials. dNumber of increases with a duration <30 min/total of 
trials.

Agent Increase in CAP Increase in CAP No change in synaptic
■ integral in LTP3 integrai in STP3 transmission

Sensitizing antigen 94 ± 8.1b 91 ± 11.9 ■
(34/60F (26/60)4 (0/60)

PAF (0.3 pM) 47 ± 13.7 24 ± 9.4
• *•

(5/16) (6/16) (5/16)

U44619 (1.0 pM) 34 ±6.8
(3/4) (0/4) (1/4)

PGD2 (1.0 pM) 75 ± 19.1 34 ± 13.9
(7/1 5) (5/15) (3/1 5)

ET-1 (0.5 pM) 42 ± 12.7 26 ± 5.5 -
(3/12) (8/12) (1/12)

The third column in Table 1 shows the 
inflammatory mediators that induced STP 
with ratios of occurrence that were either 
higher (ET-1) or lower (PAF and PGD2) than 
that produced by thc antigen (26/60). The 
average magnitude of potentiation was sig
nificantly smaller (0-34%) than that induced 
by the antigen (P<0.05, ANOVA and the 
Scheffé test). The fourth column shows the 
ratio of occurrence when there was no po
tentiation of synaptic transmission.

The major finding of the present study is 
that some mast cell mediators induce short- 
and long-term synaptic potentiation in the 
isolated superior cervical ganglion of the 
guinea pig. Two types of control experi
ments reported in previous studies (6,8) have 
shown that these synaptic potentiations are 
not attributable to artifacts, such as alter- 
ations ofextracellular series and shunt resis- 
tances. Firstly, sensitizing antigen and hista
mine, although inducing an increase in 
postsynaptic CAP integral, did not affect the 
presynaptic CAP. Secondly, CAP evoked by
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Figure 1 - Antigen- and prosta
glandin D2 (PGD2)-induced long- 
term potentiation in the superior 
cervical ganglion in vitro. Repre- 
sentative course of variatiori of 
the compound action potential 
(CAP) integral (mV.ms; ordinate) 
recorded before, during (5 min) 
and after ganglionic exposure to 
a sensitizing antigen (ovalbumin 
(OVA); 10 pg/ml) in A or to PGD2 
(1.0 pM) in 8. The arrow indi- 
cates the time when the chal
lenge started. Insets on top of 
each panei: actual CAP voltage 
recordings under control (a) and 
experimental (b) conditions dur
ing exposure to OVA (panei A) 
or to PGD2 (panei B) and after 
wash (c). Each data point repre- 
sents the average magnitude of 
the integral of 12 postganglionic 
CAPs evoked at 0.2 Hz. Calibra- 
tion: 1 mV, 10 ms.

direct ganglion stimulation in the prescncc 
of hexamethonium (1-5 pM) was not af- 
fected by eithcr antigen or histamine. Previ- 
ous investigations have revealed that hista
mine, an important mediator released from 
mast cells, can potentiate ganglionic synap
tic transmission in guinea pigganglia. How- 
ever, this biogcnic amine has been convinc- 
ingly shown not to participate in A-LTP (8). 
We also observed that preincubation of SCG 
with indomethacin did not interfere with the 
induction of A-LTP. Thus, the mast cell 
mediator(s) responsible for A-LTP remain 
uncharacterized. The robust LTP produced 
by cxogenously applied PCtD2, a known mast 
ccll-derived lipid mediator, suggests that the 
involvement of these prostanoids in A-LTP 
should be reassessed. PAF is also released 
from mast cells upon antigenic stimulation.

ET-1, though not a known mast cell- 
dcrived mediator, may be formed in auto- 
nomic ganglia following antigenic stimula
tion of resident mast cells. Although this 
cytokine could induce STP and LTP in lhe 
guinea pig SCG, the infrequent occurrence 
of LTP produced by ET-1 rnakes it uniikely 
that this peptide plays a major role in A-LTP. 
However, various mediators may perhaps 
undergo synergistic interaction and thus sig- 
nificantly contribute to A-LTP.
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CAPITULO IV7

ES TUDO DAS AL TERA ÇÕES NAS 
FUNÇÕES SINÀPTICAS 

GANGLIONARES PRODUZIDAS 

PELA HIPERTENSÃO 
EXPERIMENTAL
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1. INTRODUÇÃO

Uma exagerada atividade basal do sistema nervoso simpático, tem sido 

implicada no desenvolvimento e na manutenção da hipertensão observada em 

SHR, bem como na hipertensão essencial (JUDY et al.,1976; TOUW et al.,1980; 

FROHLICH,1982; SCHRAMM & CHRONOBY, 1982).

Estudos com SHR têm demonstrado a existência de (i) um aumento 

basal do tônus simpático dos nervos simpáticos viscerais e não viscerais, e uma 

elevada descarga simpática durante e após a estimulação do hipotálamo anterior 

(JUDY et al.,1976; JUSKEVICH et al.,1978; TAKEDA & BUNAG,1978; 

THOREN & RICKSTEN,1979; SCHRAMM & BARTON,1979; 

FOLKOW,1982); (ii) um aumento das catecolaminas plasmáticas, bem como um 

aumento da atividade da enzima dopamina-p-hidroxilase (ROIZEN et al.,1975); 

(iii) um aumento nos níveis de nucleotídeos cíclicos nos gânglios simpáticos 

(ARIANO & KENNY,1987); (iv) uma hiper-atividade simpática em resposta à 

estímulos estressantes (LUNDIN & THOREN, 1982; KOEPKE et> al.,1987); (v) 

uma hiper-resposta vasoconstrictora em vários órgãos, seguindo a estimulação 

dos nervos simpáticos (YAMAGUCHI & KOPIN,1980), e (vi) uma exagerada 

sensibilidade para a NE em músculos arteriais (HERMSMEYER,1976).

Dessa forma se encontra bem estabelecido na literatura a ocorrência de 

um aumento na atividade basal do sistema nervoso simpático, durante o estado 

hipertensivo.

Por outro lado, sabe-se também que alguns glicosídeos cardíacos estão 

implicados na geração de hipertensão. Estudos sugerindo explicação para esse 

fenômeno já datam de 1942 (REIN,1942).

É geralmente aceito que os glicosídeos cardíacos promovem sua ação 

cardiotônica ligando-se ao sítio de reconhecimento da Na+-K+-ATPase, exposto 

extracelularmente (AKERA,1977; ANNER,1985). A presença de um sítio de 
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reconhecimento específico para os digitálicos na Na+-K+-ATPase, levanta a 

questão de que certos compostos endógenos possam interagir fisiologicamente 

com essas estruturas, e assim, regular a função da Na+-K+-ATPase em todos os 

tecidos, inclusive o coração. Essa sugestão data de alguns anos, e já eml942, 

REIN relatou que o fígado podia elaborar uma substancia similar aos digitálicos, 

que melhorava a contração de um coração insuficiente (LaBELLA.,1985). 

Subsequentemente, SZENT-GYORGYI (1953) sugeriu que os digitálicos não são 

drogas, mas substitutos para compostos endógenos que podem ser reguladores 

fisiológicos da contração do músculo cardíaco. Desde então, existem 

especulações de que reguladores endógenos da Na+-K+-ATPase (bomba de 

sódio) com propriedades dos glicosídeos cardíacos possam existir nos animais.

A utilização dos glicosídeos cardíacos no tratamento da insuficiência 

cardíaca e em certas arritmias, vem sendo feita por mais de 2 séculos. Nos 

últimos 40 anos eles têm sido empregados extensivamente como ferramenta 

experimental no bloqueio seletivo da bomba Na"-K+ ( e na Na+-K+-ATPase da 

membrana plasmática, a manifestação bioquímica da bomba) (ALLEN et 

al.,1971; TSUDA et al.,1989).

Altas concentrações de glicosídeos cardíacos (> 10-6 M) são suficientes 

para bloquear a maioria das bombas Na+-K+, e portanto são letais. De fato, 

muitos desses compostos têm sido utilizados como venenos em flechas e lanças 

por nativos Africanos e Sulamericanos (FIESER & FIESER, 1959).

Os glicosídeos cardíacos foram formalmente introduzidos no 

armamentario médico como um tratamento para a “dropsy” (insuficiência 

cardíaca congestiva com edema) por WILLIAM WITHERING em 1785. 

Contudo, bem antes de WITHERING, os digitálicos foram utilizados em vários 

medicamentos tópicos (GROVES & BISSET,1991). Foram utilizados 

terapeuticamente pelos anciãos Gregos, Egípcios e Romanos (FIESER & 

FIESER, 1959; GREEFF & SCHADEWALDT,1981), e mencionados no EBERS 
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PAPYRUS (cêrca de 1500 a.c.) e recomendados no Corpus Hippocraticum 

(cêrca de 400 a.c.) para produzir diurese (MOVITT,1949; GREEFF & 

SCHADEWALDT,1981). Foram identificados como “Floxes glofa” no livro 

farmacêutico Irlandês “Meddygon Myddmai” por volta de 1250 (GREEFF & 

SCHADEWALDT,1981; SKOU,1986), e LEONHART FUCHS, primeiro 

aplicou o nome “digitálicos” a dedaleira utilizada na preparação de seu shampoo 

(GREEFF & SCHADEWALDT,1981; JUNGJ986; SCHADEWALDT,1986; 

SKOU,1986), e este foi, então, incluido na Farmacopéia Londrina de 1650 

(GREEFF & SCHADEWALDT,1981). Entretanto, foram os cuidadosos e 

sistemáticos ensaios clínicos de WITHERING com os extratos da Digitalis 

purpurea (WITHERING, 1785; e veja SKOU,1986), que claramente 

estabeleceram a utilidade dos esteróides cardiotônicos no tratamento da 

insuficiência cardíaca congestiva. Desde então, essas substancias estão entre as 

principais drogas utilizadas para o tratamento dessas anomalias, uma vez que as 

mesmas estão entre as 20 drogas mais prescritas no mundo inteiro. Contudo, o 

uso clinico e o mecanismo celular das mesmas continuam sendo controverso 

(FOZZARD & SHEETS,1985; SMITH,1988; ANTMAN & SMITH,1989; 

THOMAS et al.,1990).

A ação potenciadora dos glicosídeos cardíacos sobre a ação do nervo 

vago e da ACh no coração, tem sido examinada por muitos investigadores mas 

com resultados conflitantes. A potenciação foi encontrada na preparação coração- 

pulmão de cachorro e no coração isolado de rã, sapo, coelho e de feto humano 

(ABDON et al.,1938; ABDON & NIELSEN,1938), enquanto outros trabalhos 

encontraram que essas substancias produziam um aumento na suceptibilidade ao 

estímulo vagai (GAFFNEY et al.,1958). Por outro lado, alguns autores não 

encontraram nenhum efeito (WELLS et al., 1943).

Como os glicosídeos modificam as trocas de K+ e Na+ através da 

membrana celular do músculo estriado, tem-se assumido que a ação direta dessas 
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substancias no miocárdio, também resulte de um desequilíbrio desse tipo, levando 

assim, a uma potenciação da ação da ACh nessas células. Contudo, a ação dos 

glicosídeos no coração também pode ser explicada de uma outra maneira, ou 

seja, eles podem potenciar a ação da ACh por sensibilização das células 

ganglionares vagais intracardíacas ao invés das células miocardiais. Essa 

possibilidade foi vislumbrada por KONZETT & ROTHLIN (1952) que 

demonstraram que os glicosídeos além de potenciarem o efeito da ACh, também 

potenciavam a estimulação do nervo pré-ganglionar do SCG do gato, o que foi 

posteriormente confirmado por PERRY & REINERT (1954). Tais autores 

sugeriram então, que os glicosídeos podem ter um efeito semelhante nas células 

ganglionares vagais intracardíacas. Em adição, esses autores mostraram que a 

bradicardia produzida por pequenas doses de ACh no coração perfundido de 

gato, podia ser prevenida por pequenas doses de bloqueadores ganglionares. Tal 

observação permitiu a esses pesquisadores concluírem que a ACh, em tais doses, 

atuava em células ganglionares vagais intracardíacas, e que a ação direta da ACh 

no miocárdio seria produzida sómente com doses elevadas. Assim, no tecido 

cardiovascular, a literatura documenta que os glicosídeos cardíacos afetam tanto 

a divisão simpática como a parassimpática do ANS, bem como o próprio tecido 

cardiovascular (MOE & HAN,1969).

De há muito é conhecido que os glicosídeos cardíacos apresentam 

importantes efeitos no ANS. Entretanto, a extensão e a complexidade dessa 

interação começou a ser apreciada sómente na década de 70 (LEVITT et 

al.,1970; GLLLIS,1975). Essas substancias parecem atuar em todos os níveis do 

arco reflexo autonômico para influenciar a função vascular. Interações ocorrem 

com quimio e barroreceptores, estruturas do CNS, gânglios, terminações nervosas 

pré- e pós-ganglionares, com terminações colinérgicas, bem como receptores 

adrenérgicos pós-sinápticos (KONZETT & ROTHLIN, 1952; PERRY & 

REINERT, 1954; MÉNDEZ et al.,1961a; TODA & WEST, 1966; QUEST &
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GILLIS, 1971;).

Em relação ao componente aferente da via reflexa autonômica, tem 

sido demonstrado que os glicosídeos cardíacos aumentam a velocidade de 

descarga dos neurônios do tronco nervoso do seio carotídeo (McLAIN,1970; 

QUEST & GILLIS, 1971; 1974). Nesse caso, a velocidade das fibras quimio e 

barroreceptoras no seio carotídeo, está aumentada.

Se os efeitos autonômicos dos glicosídeos cardíacos ocorrem como 

resultado de interações com estruturas do CNS, é controverso. Ou seja, é difícil 

verificar a partir da literatura se os sítios de estimulação no CNS são de 

importância quando os digitálicos são administrados sistêmicamente. GILLIS e 

colaboradores observaram que altas doses de digitálicos administradas 

sistêmicamente, causam aumento da atividade nervosa simpática pré-ganglionar, 

o que está de acordo com um mecanismo central (GILLIS, 1969; GILLIS et 

al., 1972; 1978; PACE & GILLIS, 1976). Ao contrário desses achados, WEAVER 

et al.(1976), encontraram que doses tóxicas de glicosídeos sómente aumentam a 

atividade em nervos pós-ganglionares e não em pré-ganglionares. Entretanto, dois 

outros trabalhos parecem dar suporte aos achados de GILLIS e colaboradores, de 

que os glicosídeos atuam no CNS para aumentar o fluxo simpático. Em um deles, 

a administração de ouabaina aumentou a descarga simpática pré-ganglionar 

provocada por estimulação elétrica no hipotálamo posterior (EVANS & 

GILLIS, 1975), e no outro, a digoxina produziu constricção coronariana mediada 

simpaticamente, em experimentos de perfusão cruzada (GARAN et al.,1974).

Resultados obtidos através de medidas da descarga de nervos 

parassimpáticos pré-ganglionares, são também consistentes com a ação dos 

glicosídeos em excitar os centros autonômicos centrais. McLAIN (1969), GILLIS 

et al.(1972) e PACE & GILLIS (1976) têm demonstrado um aumento na 

velocidade de disparo dos neurônios no tronco nervoso vagai após a 

administração de doses sub-arritmicas e arritmicas de glicosídeos. Também 
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apoiando um sítio central de ação para os efeitos vagomiméticos dessas 

substancias, estão os achados de GREENE & PEELER (1915), KRAYER (1944) 

e CHAI et al.(1967). KRAYER observou efeitos vagomiméticos quando 

glicosídeos cardíacos eram injetados no suprimento arterial do cerebro de 

cachorro perfundido separadamente, enquanto CHAI et al., observaram esse 

efeito quando essas substancias eram injetadas tanto na artéria vertebral como na 

cânula implantada no 4°ventrículo do cérebro de gato. Contudo, a consequência 

dessa ação para a função cardíaca tem sido descrita como mínima (CHAI et 

al.,1967) ou mesmo ausente, dependendo da preparação testada 

(KRAYER, 1944). Assim, embora os glicosídeos cardíacos administrados 

diretamente no CNS produzam efeitos vagais (CHAI et al.,1967), existem poucas 

evidências para um efeito central quando administrados sistêmicamente. A 

estimulação vagai pelos digitálicos parece ser devida a estimulação de receptores 

no sinus carotídeo e no arco aórtico, mas existe alguma evidência de que certos 

receptores sensoriais cardíacos também estejam envolvidos (OBERG & 

THOREN, 1972).

Nos nervos autonômicos pré-ganglionares, efeitos dos glicosídeos 

cardíacos têm sido observados por BIRKS (1963), que demonstrou que a ACh 

liberada era significativamente aumentada na presença de digoxina. Em adição, 

TEN EICK & HOFFMAN (1969) demonstraram um aumento no potencial 

evocado registrado tanto a partir de nervos pré-ganglionares simpáticos como 

parassimpáticos.

Os gânglios autonômicos também são afetados pelos glicosídeos 

cardíacos. KONZETT & ROTHLIN (1952) demonstraram que essas substancias 

potenciaram a resposta contrátil da membrana nictante para a ACh e o K, 

administrados diretamente no SCG. Esses mesmos autores, também observaram 

potenciação das respostas contráteis ao estímulo das fibras pré-ganglionares. 

PERRY & REINERT (1954) utilizando a mesma preparação obtiveram 
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resultados semelhantes. Por outro lado, WEAVER et al.(1976) concluiram de 

seus estudos com registros da atividade espontânea de terminações nervosas 

simpáticas pós-ganglionares, que os glicosídeos cardíacos estimulam os gânglios 

simpáticos. Eles observaram aumento da atividade simpática pós-ganglionar, mas 

nenhum aumento na atividade nervosa pré-ganglionar. Ainda nesse contexto, 

GILLIS (1975) reportaram que a administração de glicosídeos pode resultar na 

ativação de receptores ganglionares muscarínicos pela ACh liberada pelas 

terminações nervosas pré-ganglionares.

Já em relação aos nervos autonômicos pós-ganglionares, existem 

relatos de que a administração de glicosídeos irá aumentar a excitabilidade desses 

nervos (TEN EICK & HOFFMAN, 1969). Entretanto, os dados têm demonstrado 

que nos nervos vagos, doses anti-arritmicas, bem como dosses arritmicas, são 

capazes de causar aumento de disparo desses nervos, enquanto nos nervos 

eferentes simpáticos, o aumento de disparo é sómente observado com doses 

tóxicas. Doses pequenas ou anti-arritmicas, geralmente resultam numa diminuição 

da descarga simpática (GILLIS, 1969; PACE & GILLIS, 1976). Isso 

provavelmente se deve ao fato de que doses sub-arritmicas ativam o componente 

aferente do reflexo simpático, resultando numa redução do fluxo simpático 

central. Já grandes doses, presumivelmente exercem um efeito no CNS, o qual 

ofusca o efeito do reflexo periférico e resulta num aumento do fluxo simpático 

(GILLIS, 1969; PACE & GILLIS, 1976).

GILLIS (1969), demonstrou que a ouabaina pode produzir uma 

inibição ou uma estimulação da atividade espontânea em nervos simpáticos. A 

inibição parece ser de natureza reflexa e não está presente quando os nervos são 

seccionados. A estimulação está correlacionada com o desenvolvimento das 

arritmias cardíacas e é antagonizada pelo propanolol. Entretanto, alguns 

investigadores não foram capazes de estabelecer a correlação entre a atividade 

neural autonômica cardíaca e a indução de cardiotoxicidade pelos glicosídeos.
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Tais investigadores reportaram que a interrupção cirúrgica ou farmacológica da 

influência neural no coração não altera a habilidade dos glicosídeos em induzir 

desordens no ritmo cardíaco (MORROW et al.,1963; WILLMAN et al.,1965; 

SMITH et al.,1968; KOCH-WESER,1971). Esses pesquisadores concluiram que 

a cardiotoxicidade induzida pelos digitálicos resulta de uma ação direta dessas 

substancias sobre as células do miocárdio. Dessa forma, os efeitos dos 

glicosídeos sobre o reflexo periférico e sobre o CNS têm ações opostas no fluxo 

simpático, e ambos os efeitos, resultam num aumento do fluxo eferente vagai.

Assim, embora o papel dos glicosídeos cardíacos sobre o sistema 

nervoso simpático tenha sido estudado por muitos investigadores, as opiniões são 

bastante divergentes. De acordo com alguns, o sistema nervoso simpático é 

ativado por essas substâncias, e os efeitos dessa ativação contribuem para as 

respostas contráteis (TANZ,1964) e arritmogênicas (ROBERTS et al.,1965). Já 

outros admitem que o sistema nervoso simpático é inibido pelos glicosídeos 

cardíacos e os efeitos dessa inibição modifica a velocidade cardíaca de 

propagação do estímulo cardíaco (MÉNDEZ et al., 1961a), o período refratárió 

(MENDEZ et al., 1961b), e as respostas contráteis (DAGGETT & 

WEISFELDT,1965). Dois desses autores reportaram que os glicosídeos inibem 

as descargas eferentes das fibras nervosas pré- e pós-ganglionares do gânglio 

estrelar (DAGGETT & WEISFELDT,1965). Por outro lado, alguns 

investigadores sustentam que essas substancias não são dependentes do sistema 

nervoso simpático para as suas funções (WILLMAN et al.,1965).

Ainda sobre o papel dos digitálicos sobre o sistema nervoso simpático, 

existe uma vasta literatura sobre os efeitos dessas substancias na síntese, 

estocagem, liberação, re-captação e catabolização das catecolaminas. Entretanto, 

os resultados são bastante conflitantes, variando em largo espectro de 

possibilidades, como aumento, inibição e mesmo ausência de efeitos. Ouabaina 

tem sido encontrada diminuindo a síntese de NE no CNS (ANAGNOSTE & 
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GOLDSTEIN,1967; GOLDSTEIN et al.,1970). Já estudos relacionados com a 

estocagem, têm demonstrado tanto um aumento (ANGELUCCI et al.,1966; 

HARVEY,1975) como nenhuma alteração (SWAMY et al.,1965; TANZ et 

al.,1968; KOCH-WESER, 1971) no conteúdo de catecolaminas em órgãos como 

o coração, adrenais, baço e cérebro. Por outro lado, a maioria dos estudos sobre a 

liberação das catecolaminas, têm demonstrado que os glicosídeos cardíacos 

produzem um aumento na liberação (KISPERKAR et al.,1970; SEIFEN,1974; 

HARVEY,1975) embora KOCH-WESER (1971) não tenha encontrado nenhuma 

alteração no coração isolado de gato. Em relação aos mecanismos de re-captação, 

os achados são também bastante conflitantes. Entretanto, a maioria dos 

investigadores têm demonstrado uma inibição in vitro (DENGLER et 

al.,1962; LEITZ & STEFANO,1970; STICKNEY,1976). Em adição, 

EIKENBURG & STICKNEY (1977) demonstraram inibição in vivo, no cobaio.

Dessa forma, os dados da literatura parecem sugerir que os glicosídeos 

cardíacos em concentrações terapêuticas e sob condições in vivo, têm pequeno ou 

nenhum efeito direto sobre o sistema nervoso simpático (ECKSTEIN et al., 1961; 

SWAMY et al.,1965; LEVY & RICHARDS,1965a,b; FAWAZ,1967; SPANN et 

al.,1968; KOCH-WESER, 1971; JOUBERT,1976). Contudo, parece evidente a 

sugestão de que devido a mudanças hemodinâmicas sob condições normais e 

particularmente na insuficiência cardíaca ou devido a um efeito direto sobre os 

barroreceptores e quimiorreceptores no sinus carotídeo e no arco aórtico, pode 

ocorrer uma diminuição do tônus simpático por ação reflexa. Já em concentrações 

tóxicas, contudo, existem amplas evidências para um efeito simpaticomimético 

(BOYAJY & NASH,1965; TAKAGI et al.,1965; LEVITT & ROBERTS,1966; 

ATTRÉE et al.,1972; NADEAU & DE CHAMPLA1N,1973; DOGGETT & 

CASE, 1975).

Além de seus efeitos no coração e músculo estriado (LEVITT et 

al.,1970), os glicosídeos cardíacos também apresentam um efeito bem conhecido 
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no CNS (GOLD et al.,1947). Existem dados na literatura indicando que os 

glicosídeos cardíacos exercem importantes efeitos excitatórios no tronco cerebral 

(veja a revisão : LEVITT et al.,1970). Tem sido demonstrado que essas 

substancias produzem convulsões (WEISS,1932; GOLD et al.,1947), vômitos 

(HATCHER & EGGLESTON,1912; BORISON & WANG,1951; BORISON & 

BRIZZEE,1951; WANG & BORISON, 1952; GAITONDE et al.,1965), além de 

outras desordens nas funções do CNS (BATTERMAN & GUTNER,1948). 

Muitos investigadores têm reportado arritmias após a administração de 

glicosídeos cardíacos diretamente no CNS (WEINBERG & HALEY,1955; 

STICKNEY & LUCCHESI,1969; DOGGETT & SPENCER,1971). Nesse caso, 

a área mais sensível parece ser o hipotálamo posterior (SAXENA & 

BHARGAVA,1975). Por outro lado, parece não existir concentração preferencial 

em áreas cerebrais específicas após a administração sistêmica (DUTTA et 

al.,1977).

Ações respiratórias dos digitálicos, também têm sido documentadas 

(USUBIAGA et al.,1968; SOHN et al.,1970; STICKNEY & MEYERS,1973).

Estimulação respiratória tem sido descrita após a administração de 

doses moderadas de glicosídeos cardíacos. Descargas aumentadas no nervo 

frênico e hiperventilação têm sido reportadas após administração intravenosa de 

digoxina em gatos (GILLIS et al.,1972; PACE & GILLIS, 1976; VIANA, 1977). 

Em doses maiores podem causar paralisia respiratória. Assim, inicialmente os 

digitálicos induzem hiperventilação, mas quando grandes doses são aplicadas, 

ocorre um prejuízo na eficiência das trocas dos gases respiratórios (SOHN et 

al.,1970). Os dados da literatura também mostram, que a resposta respiratória aos 

digitálicos parece ser determinada pela espécie, o tipo e a dose utilizados.

Dois mecanismos têm sido propostos para a paralisia respiratória 

causada pelos glicosídeos cardíacos. Ouabaina administrada diretamente em 

certas áreas medulares, em gatos, produziu depressão respiratória (BASU-RAY 
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et al.,1972), sugerindo um sítio de ação central. Por outro lado, experimentos 

com animais intactos, bem como em preparações isoladas de ffênico-diaffagma, 

sugeriram que a perda de potássio pelos músculos respiratórios e outros 

músculos, com resultante hipercalemia e distúrbio do gradiente sódio-potássio 

através das membranas celulares, pode ser o responsável direto pela paralisia. 

Evidências para ambos os mecanismos têm sido obtidas (DAL-RI & 

SCHMIDT, 1960). GILLIS et al.(1972) demonstraram que a ativação neural 

produzida pela ouabaina tem um significante papel no desenvolvimento das 

arritmias cardíacas e na hiperventilação, e que os processos que diminuem a 

influência neural (propanolol e secção espinhal) previnem ou revertem a 

cardiotoxicidade induzida pela ouabaina.

Os glicosídeos também apresentam importantes ações na junção 

neuroefetora autonômica. Estudos realizados com a junção neuroefetora 

parassimpática do coração, revelam um aumento nas respostas colinérgicas no 

nodo sino-atrial (S-A) (GAFFNEY et al., 1958; TODA & WEST, 1966; CHAI et 

al.,1967), e no nodo atrio-ventricular (A-V) (GAFFNEY et al.,1958; 

GREENSPAN & LORD,1973). Já os estudos realizados com junção 

neuroefetora simpática, têm sido feitos utilizando-se tecidos cardíaco, vascular e 

não-vascular. No tecido cardíaco, alguns investigadores reportaram que a 

resposta cronotrópica positiva (sinoatrial, juncional e ventricular) em resposta a 

injeção de catecolaminas ou estimulação nervosa simpática, é bloqueada 

(MÉNDEZ et al.,1961a,b; NADEAU & JAMES,1963; ROBERTS,1970; 

SEIFEN,1974), inalterada (GILLIS, 1975) ou aumentada (PEARLE & 

GILLIS, 1974) pelos glicosídeos cardíacos. Os achados em tecidos vascular e 

não-vascular indicam sómente um aumento da resposta contrátil pelos 

digitálicos, tanto para a estimulação nervosa simpática como para as 

catecolaminas (OZAWA & KATSURAGI, 1972; 1974; BROCKAERT & 

GODFRAIND,1973).
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Ouabaina é um glicosídeo cardíaco, préviamente imaginado como só 

existindo em plantas, a partir da casca e da raiz da árvore Ouabaio (Acocanthera 

ouabaio ou schimperi) do leste da África, e das sementes do Stronphanthus 

gratus, mas recentemente demonstrado em animais, inclusive no homem, como 

uma provável substancia endógena, estando presente em todos os tecidos de 

mamíferos, especialmente na cortex adrenal (HAMLYN et al.,1990; 1991; 

MANUNTA et al.,1992a,b,c; LUDENS et al.,1992). Desde 1900, tem sido 

utilizada intravenosamente no tratamento do choque, na insuficiência cardíaca 

congestiva e em certas arritmias (HORTON & DAVISON,1955). Não é 

utilizável como um agente oral porque é muito hidrofílica e muito pobremente 

absorvida a partir do intestino (GREEFF & WIRTH,1981). Contudo, ouabaina, é 

clinicamente utilizável como cardiotônico quando administrada parenteralmente, 

e por causa de sua pronta solubilidade em meio aquoso tem sido extensivamente 

utilizada para propósitos experimentais, especialmente para estudos in vitro.

As plantas Strophanthus e a árvore Ouabaio são membros da família 

Apocynaceae, a qual inclui um número de espécies que produzem substancias 

cardioativas. As plantas Strophanthus foram primeiramente descritas e 

nominadas pelo botânico Francês Descandolle (citado por MOVITT,1949). Por 

outro lado, JOHN KIRK um botânico da expedição de DAVID LIVINGSTONE 

no leste da África (1858-1864), administrou em si próprio o veneno de flechas 

(“kombi” ou “strophnathin k”), extraído das sementes do S.kombé, e reportou 

que o mesmo diminuiu seu pulso (LIVINGSTONE & LIVINGSTONE, 1865). Em 

adição FAGGE & STEVENSON(1865) mostraram que essa substancia causou 

parada cardíaca em sapos, e juntamente com PELIKAN (1865) comentaram 

sobre as similaridades de ação desses extratos com aqueles de plantas do gênero 

Digitalis. Em 1888, ARNAUD descobriu e nomeou ouabaina, ao veneno de 

flechas, que ele isolou na forma cristalina a partir da casca e da raiz da árvore 

Ouabaio. Ele também demonstrou que essa substancia era idêntica ao veneno das 
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flechas (“strophanthin g”) dos Pahouins, um povo indígena de Gabão, Oeste da 

África, isolado do S.gratus (ARNAUD,1888; JACOBS & BIGELOW,1932).

Em relação à pressão arterial, embora a administração aguda de 

glicosídeos cardíacos ao homem normal esteja associada com uma ação 

vasopressora de curta duração (MASON & BRAUNWALD,1964; GUTHRIE 

Jr.,1984; CAPPUCCIO et al.,1986) ou raramente com uma franca hipertensão 

(KUMAR et al.,1973), a indução de hipertenção crônica em pacientes 

submetidos a uma terapia de longa duração com digoxina não tem sido reportada 

e é provávelmente, insignificante clinicamente (SMITH & HABER,1973). Além 

disso, os digitálicos podem ser úteis terapêuticamente no tratamento de alguns 

pacientes com hipertensão (ABARAQUEZ,1967). Em adição, a inabilidade dos 

glicosídeos cardíacos em produzir hipertensão quando administrado em várias 

espécies (OVERBECK et al.,1980; OVERBECK, 1981; NIRASAWA et al.,1985; 

SPENCE et al.,1989) tem reforçado a opinião de que os inibidores 

endógenos da bomba de sódio tenham pequena ou nenhuma ação pressora. 

Entretanto, recentemente HAMLYN e colaboradores, demonstraram que a 

ouabaina, surpreendentemente, produz hipertensão em ratos, e que a mesma está 

associada com a hipertensão humana. A infusão prolongada e contínua de 

ouabaina em ratos normais, aumenta dose-dependentemente os níveis desse 

esteroide na circulação, rins, hipotálamo e pituitaria, e aumenta a pressão 

sanguínea sem produzir toxicidade. O aumento na pressão sanguínea não é 

afetada pelo teor de sal da dieta, é reversível e ocorre na ausência das adrenais 

(MANUNTA et al.,1994).

Dado o fato da literatura demonstrar que durante o estado hipertensivo 

ocorre um aumento da atividade basal do sistema nervoso simpático e utilizando- 

se como modelo experimental, aquele desenvolvido por HAMLYN e col. para 

indução de hipertensão (HAMLYN & MANUNTA, 1992; YUAN et al.,1993; 

MANUNTA et al.,1994) , neste estudo procurou-se elucidar se alterações na 
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transmissão sináptica ganglionar simpática participam do aumento da atividade 

do sistema nervoso simpático durante o estado hipertensivo. Nossos resultados 

demonstram uma significativa amplificação do potencial de ação composto basal 

(CAPb) produzida pelo tratamento com os glicosídeos cardíacos, e um bloqueio 

da PTP induzida pelo tratamento prolongado com ouabaina.

2. MÉTODOS

2.1. PRODUÇÃO DA HIPERTENSÃO EXPERIMENTAL

2.1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Sprague-Dawley (acima de 6 semanas 

de idade), pesando entre 220 e 530 g, obtidos a partir da Zivic Miller Inc. 

(Zelienople, Pennsylvania, USA) e mantidos no biotério local durante o período 

de experimentação.

Os animais foram mantidos em ambiente com ar condicionado a uma 

temperatura constante de 23 ± 1°C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas, e 

submetidos a uma dieta normal (0,5-1% de sódio; 1.1% de potássio) e com livre 

acesso a água.

O peso corporal de todos os animais foi controlado uma vez por 

semana e os mesmos foram aclimatados ao meio durante 10 dias antes dos 

experimentos serem iniciados.



200

2.1.2. Infusão da Ouabaina

Os animais receberam octahidrato de ouabaina (Sigma Chemical Co), 

Digoxina ou então o veículo (solução salina tamponada com fosfato) que foram 

infundidas por meio de bombas mini-osmóticas (ALZET 2002; ALZA 

Corporation, Paio Alto, CA, USA) a uma velocidade de bombeamento de 12 

pl/dia.

Ouabaina e Digoxina, foram dissolvidas em solução salina estéril 

tamponada com fosfato, para produzir uma dose a ser infundida de 30 pg/kg/dia.

As bombas mini-osmóticas foram equilibradas em solução salina 

estéril tamponada com fosfato, durante a noite anterior à implantação. Sob 

anestesia com éter, a região dorsal do animal foi depilada e esterilizada com 

solução iodada. Foi, então, feita uma incisão na pele do animal e uma bomba foi 

inserida subcutaneamente e clips foram usados para fechar a incisão. O 

procedimento cirúrgico levou cêrca de 5 minutos e a recuperação dos animais em 

tomo de 10 minutos.

As bombas foram recolocadas a cada 14 dias e a função das mesmas 

foi avaliada rotineiramente durante a recolocação e após o sacrifício dos animais, 

pela inspeção do volume remanescente do infusato.

2.1.3. Medidas da Pressão Arterial

A pressão sanguínea sistólica indireta e a pressão arterial média, foram 

registradas uma vez por semana, através de um pletismógrafo tail-cuff, utilizando- 

se um sistema fotoelétrico comercial (medidor da pressão sanguínea acoplada a 

um amplificador, modelo 29; IITC, Inc., Woodland Hills, CA, USA) e um 

aparelho fornecendo a razão constante do manguito de inflação e deflação. A 

saída de ambos os aparelhos foi registrada em um polígrafo (Gould Inc., Valley 
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View, Ohio, USA).

Nesse procedimento, ratos conscientes foram retidos em caixas de 

acrílico por 5 a 10 minutos, em uma sala quente e silenciosa, e foram 

condicionados a numerosos ciclos do manguito de inflação/deflação, por um 

operador treinado.

Os valores médios para a pressão sanguínea e a frequência cardíaca em 

cada animal foram subsequentemente obtidas a partir de 4 a 6 ciclos sequenciais 

do manguito de inflação/deflação.

O princípio das oscilações durante a fase de deflação do manguito com 

esse instrumento acoplado ao amplificador modelo 29, representa a pressão 

sanguínea sistólica, enquanto a amplitude maximal das oscilações, corresponde a 

pressão arterial média em ratos retidos acordados (BUNAG & 

TERÃVÃINEN,1991). Além disso, as variações nas pressões sanguíneas 

indiretas obtidas sob esssas condições, correspondem bem (r2 > 0.9) aquelas 

registradas simultaneamente a partir de cateteres intra-arteriais sobre a variação 

80-200 mmHg, obtidas em nosso laboratório (ASHEN & HAMLYN, 

comunicação pessoal).

2.2. PREPARAÇÃO DOS TECIDOS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados gânglios cervicais superiores de ratos Sprague- 

Dawley que desenvolveram hipertensão pela administração crônica de Ouabaina 

(30 pg/kg/dia, durante 47 dias); gânglios de animais em estágio de pré- 

hipertensão pela administração de Ouabaina (30 pg/kg/dia, durante 14 dias); 

gânglios de animais tratados com Digoxina (30 pg/kg/dia, durante 35 dias) e 

gânglios de animais controle tratados com solução salina , durante o mesmo 

período em que foram realizados os experimentos.
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O sacrifício dos animais foi feito por decapitação após a administração 

de pentobarbital (15 mg/rato) e logo a seguir, removidas as bifurcações das 

carótidas direita e esquerda contendo o respectivo SCG.

Após a dissecação, os gânglios foram imediatamente submersos em 

solução de Locke gelada (5°C), cuja composição em mM foi a seguinte : NaCl, 

136,0; KC1, 5,6; NaHCO3, 14,3; NaH2PO4, 1,2; CaCl2, 2,2; MgCl2, 1,2; 

Dextrose, 11,0; Cloreto de Colina, 0,03, acrescida de Hexametônio (200pM), e 

equilibrada continuamente com 95% de O2 e 5% de CO2 (pH 7.2-7.4). A seguir 

os gânglios foram transferidos para uma câmara de dissecação contendo solução 

de Locke à temperatura ambiente (22-24 ± 1°C) onde foram removidos os 

excessos de tecido conjuntivo, vasos sanguíneos e da capa de tecido conjuntivo 

que os recobre. Foram, então, colocados na câmara de registro (volume ~ 0,25 

ml) e perfundidos (2 ml/min) com solução de Locke + Hexametônio (200 pM), 

aerada e mantida a temperatura ambiente.

2.3. REGISTRO ELETROFISIOLÓGICO

O registro eletrofisiológico utilizado foi o mesmo empregado no 

Capítulo D, excetuando-se o fato de que a frequência do estímulo utilizada foi de 

0,033 Hz e a intensidade foi , em todos os casos (exceto naqueles 

experimentos para a medida input/output), 20% acima da mínima para, no 

controle, produzir o valor máximo da integral do CAP pós-ganglionar.

Após o estabelecimento da linha de base, todos os gânglios foram 

submetidos a um trem de estimulação (Buzz) de 40 Hz durante 20 segundos.

Curvas input/output foram construídas para se obter a descrição da 

eficiência sináptica ou eficiência de todo o sistema. A função input/output 
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descreve a razão entre as magnitudes do impulso aferente e eferente. Tais curvas 

foram obtidas colocando-se três eletrodos na fibra pré-ganglionar (dois de platina 

para estimulação, e um terceiro de sucção para registro do CAP), e um eletrodo 

de sucção para o registro do CAP na fibra pós-ganglionar. Essas curvas foram , 

então, construídas usando-se a integral e a amplitude pico a pico dos CAPs pré- e 

pós-ganglionares, enquanto a voltagem do estímulo foi variada da limiar à 

maximal.

2.4. ANÁLISE DOS DADOS

O efeito da aplicação de um trem de estimulação (Buzz) na transmissão 

sináptica ganglionar foi determinado pelas mudanças na integral e na amplitude 

pico a pico do CAP pós-ganglionar, seguindo o mesmo padrão e a mesma técnica 

de aquisição de dados apresentados no Capítulo II.

2.5. PREPARAÇÃO E FONTE DAS SUBSTANCIAS QUÍMICAS

Todos os sais utilizados, bem como o octahidrato de ouabaina, a 

digoxina, o tampão fosfato e o hexametônio, foram de pureza analítica, obtidos a 

partir da Sigma Chemical Corp.(St. Louis, Missouri,USA).

Ouabaina e digoxina foram dissolvidas em solução salina estéril (0,9%) 

na concentração de 20 pg/ml, e então estocada no escuro por mais de uma 

semana à 4°C.



204

2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Veja secção 2.9 do Capítulo II.

3. RESULTADOS

3.1. EFEITOS NA PRESSÃO ARTERIAL MÉDIA (PAM) PRODUZIDOS 

PELO TRATAMENTO CRÔNICO COM DIGITÁLICOS

Em animais tratados durante 47 dias com infusão contínua de ouabaina 

(30 pg/kg/dia) a monitorização semanal da pressão arterial média, não registrou 

alteração significativa (ANOVA) dessa pressão, em relação ao controle (108,0 ± 

2,10 mmHg, n=12) até o 14° dia de tratamento, mas a partir dessa data 

elevou-se progressivamente até estabilizar-se por volta do 35° dia em valores 

significantemente diferentes do controle (p < 0,05; ANOVA e contraste pela 

técnica de Scheffé) (Figura IV-1).

Os valores de pressão arterial média ao 14° e 47° dia de tratamento 

com ouabaina foram 106 ± 3,68 mmHg, n=8 e 121,1 ± 1,05 mmHg, n=7, 

respectivamente. Em animais tratados durante 35 dias com infusão contínua de 

digoxina (30 pg/kg/dia), a monitorização semanal da pressão arterial média não 

registrou alteração dessa pressão, que ao fim do tratamento foi de 105,5 ±2,10 

mmHg, n=8, valor não significatemente diferente do controle (ANOVA).

3.2. ALTERAÇÃO NO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO BASAL 

(CAPb) PRODUZIDA PELO TRATAMENTO CRÔNICO COM 

DIGITÁLICOS
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Na apresentação dos resultados que se segue, a um dado grupo de 

valores das medidas de um dado parâmetro no 14° e 47° dia de tratamento com 

ouabaina, chama-se-á “pré-hipertensão” (PHIP) e ouabaina (OUAB), 

respectivamente. As medidas no 35° dia de tratamento com a digoxina chamar- 

se-á “digoxina” (DIGO), e o grupo de animais tratados com solução salina, 

chamar-se-á controle (CONT).

Em PHIP, OUAB e DIGO houve alteração da integral e da amplitude 

pico a pico do CAP pós-ganglionar evocado pela frequência basal de estimulação 

(0,033 Hz), que passaremos a denominar CAP basal (CAPb).

Os valores da integral e da amplitude pico a pico do CAPb são 

mostrados em valores absolutos, na Tabela IV-1 e em percentuais do valor 

controle (preparações não submetidas a tratamento), na Figura IV-2. Para todos 

os tratamentos esses valores diferiram significativamente do controle (p < 0,05, 

ANOVA e contraste pela técnica de Scheffé).

Em situação controle (preparações não submetidas a tratamento), uma 

maneira de se obter potenciação da transmissão sináptica é aplicar um trem de 

estimulos ao nervo pré-sináptico, e essa potenciação se chama PTP.

3.3. EFEITOS DA POTENCIAÇÃO PÓS-TETÂNICA (PTP) 

PRODUZIDA PELA APLICAÇÃO DE UM TREM DE ESTIMULAÇÃO 

(Buzz; 40 Hz/20 seg)

Como o CAPb nas preparações tratadas com digitálicos já se 

apresentava potenciado em relação às não tratadas, investigou-se se as 

preparações tratadas apresentavam uma potenciação adicional após a aplicação 

do trem de estimulação, ou seja, se elas mostravam PTP (uma potenciação do 

CAP pré- em relação ao CAP pós-trem de estimulação).
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FIGURA IV-1. ALTERAÇÃO DA PRESSÃO ARTERIAL MÉDIA (PAM) 

PRODUZIDA PELOS VÃRIOS TRATAMENTOS COM DIGITÁLICOS EM 

RATOS

Medidas da pressão arterial média (PAM) feitas em ratos que receberam infusão 

contínua do veículo (CONT) ou ao 14° (PHIP) ou ao 47° (OUAB) dia, 

respectivamente, de tratamento com ouabaina ou ao 35° dia de tratamento com 

digoxina (DIGO). Infusão de ouabaina e digoxina (30 pg/kg de peso corporal/dia, 

na velocidade de 12 pl/dia).

O traço vertical em cima de cada coluna representa o erro padrão.

* p < 0,005 vs controle
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Para tal, o protocolo seguido consistiu em, após pelo menos 20 minutos 

de medida estável da integral e da amplitude pico a pico do CAPb, aplicar-se um 

trem de estimulação (Buzz; 40Hz/20 seg) e logo em seguidamedirem-se os 

valores máximos (CAPm) bem como aqueles mostrados aos 5 (CAP5), 10 

(CAP10), 15 (CAP15), 20 (CAP20), 25 (CAP25) e 30 (CAP30) minutos após o 

término do trem de estimulação.

Observou-se que houve aumento das medidas da amplitude pico a pico 

e da integral do CAP, cujo valor máximo ocorreu imediatamente após a aplicação 

do trem de estimulação (Figura IV-3).

A incrementação dos valores de amplitude e integral do CAPm os 

tomou significantemente diferentes daqueles do CAPb em três condições : 

CONT, PHIP e DIGO, mas não na condição OUAB. A quantificação desses 

resultados é mostrada na Tabela IV-2 e na Figura IV-4. Também, a integral do 

CAPm na condição OUAB foi significantemente diferente do CAPm nas 

condições CONT e DIGO. Assim, por dois critérios, pode-se dizer que a PTP foi 

bloqueada pelo tratamento prolongado com ouabaina, o qual foi também o único 

que induziu hipertensão arterial.

Em relação às medidas do CAP a cada 5 minutos entre o 5o e o 30° 

min., que são mostras na Tabela IV-2 e Figura IV-4, observou-se que, em relação 

à integral, todos os valores a um dado tempo diferiram significantemente entre si 

para as condições PHIP e CONT; e apenas do 5o ao 15° min. para as condições 

DIGO e CONT, e apenas no 30° min., para as condições OUAB e CONT. Em 

relação à amplitude pico a pico, todos os valores a um dado tempo também 

diferiram significantemente entre si para as condições PHIP e CONT, e apenas 

do 20° ao 30° min. para as condições DIGO ou OUAB e CONT.
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FIGURA IV-2. ALTERAÇÃO DO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO 

PÓS-GANGLIONAR NA CONDIÇÃO BASAL DE ESTIMULAÇÃO (CAPb) 

PRODUZIDA PELOS VÁRIOS TRATAMENTOS COM DIGITÁLICOS, EM 

GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE RATOS

Colunas abertas e achuriadas representam a média dos valores normalizados da 

integral e da amplitude pico a pico, respectivamente, do CAPb, medidos em ratos 

que receberam infusão contínua do veículo por 47 dias (CONT), ou por 14 

(PHIP; estado pré-hipertensivo) ou 47 (OUAB; estado hipertensivo) de 

tratamento com ouabaina, ou por 35 dias de tratamento com digoxina (DIGO). 

Infusão de ouabaina e digoxina (30 pg/kg de peso corporal/dia), na velocidade de 

12 pl/dia.

Traço vertical em cima de cada coluna representa o erro padrão.

* p < 0,05 vs controle (ANOVA e teste de Scheffé)
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FIGURA IV-3. CARACTERÍSTICAS DO CURSO TEMPORAL DA POTENCIAÇÃO PÓS-TETÂNICA (PTP) EM 

GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE RATOS

Painel A : Gânglio de animal tratado com solução salina tamponada com fosfato, durante 47 dias (Controle). Painel B : 

Gânglio de animal tratado com ouabaina (30 pg/kg de peso corporal/dia, na velocidade de 12 pl/dia) durante 47 dias.

Os triângulos indicam o momento da aplicação do trem de estimulação (Buzz; 40 Hz/20 seg). Cada ponto representa a média 

de 12 potenciais de ação compostos (CAPs) pós-ganglionares, evocados à 0,033 Hz. Ordenada, amplitude pico a pico do 

CAP pós-ganglionar, em mV. Os pequenos traçados na parte superior de cada painel representam o registro osciloscópico do 

potencial de ação colhido a 0,033 Hz antes (a) e imediatamente após (b) a aplicação do trem de estimulação. O asterisco sob 

o registro experimental de voltagem mostra o momento da estimulação e o correspondente artefato do choque. Calibração : 1 

mV; 20 ms.
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FIGURA IV-4. ALTERAÇÕES DOS PARÂMETROS DO POTENCIAL DE 

AÇÃO COMPOSTO (CAP) PÓS-GANGLIONAR APÓS A APLICAÇÃO DE 

UM TREM DE ESTIMULAÇÃO EM GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR 

(SCG) DE RATOS

Painel A : alterações na integral do CAP. Painel B : alterações na amplitude pico 

a pico do CAP. Circulos, representam os gânglios de animais controles (CONT). 

Quadrados, representam os gânglios de animais tratados com ouabaina durante 

47 dias (OUAB). Triângulos, representam os gânglios de animais tratados com 

ouabaina durante 14 dias (PHIP). Triângulos invertidos (apontando para baixo), 

representam os gânglios tratados com digoxina (DIGO), durante 35 dias. 

Tratamento com ouabaina ou digoxina : infusão contínua de 30 pg/kg de peso 

corporal/dia, na velocidade de 12 pl/dia. Barras verticais tocando os pontos : erro 

padrão da média.
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3.4. CORRELAÇÃO ENTRE OS ASPECTOS DE INPUT/OUTPUT APÓS 

O TRATAMENTO PROLONGADO COM OUABAINA

Investigou-se também se a potenciação do CAPb depende do número de 

sinapses envolvidas na transmissão do impulso nervoso através do gânglio. Para 

tal, no controle e em preparações tratadas com ouabaina, mantendo-se a 

estimulação na frequência basal (0,033 Hz), alterou-se progressivamente a 

intensidade do estímulo de maneira a aumentar o número de axônios 

apresentando potencial de ação em resposta ao estímulo no nervo pré-sináptico e, 

assim, a integral e a amplitude pico a pico do CAP pré-ganglionar. 

Concomitantemente, mediram-se os aumentos na integral e na amplitude pico a 

pico dos nervos pré- e pós-ganglionar, para compará-los. A quantificação dos 

resultados é mostrada na Figura IV-5, onde a abcissa é o valor do CAPb pré- 

ganglionar (input), em % do CAPb pré-ganglionar máximo atingível com o 

aumento da intensidade do estímulo, e a ordenada é o valor do CAPb pós- 

ganglionar (output), também em % do CAPb pré-ganglionar máximo. Observou- 

se que para qualquer nível de intensidade do estímulo e, consequentemente, da 

amplitude pico a pico do CAPb pré-ganglionar, o CAPb pós-ganglionar está 

amplificado nas condições CONT e OUAB, ou seja, para um dado nível de input, 

o output e, consequentemente a transmissão sináptica, estão amplificados nas 

preparações controles e tratadas com ouabaina. O cálculo através de regressão 

linear, pelo método dos mínimos quadrados determinou que as retas que 

melhor descrevem a função input/ouput nas condições controle e ouabaina 

foram y=2,00.x e y=2,27.x, respectivamente, onde x é o valor da amplitude 

pico a pico do CAPb pré-ganglionar e y é o correspondente valor da amplitude 

pico a pico pós-ganglionar (Figura IV-6). No cálculo dessas retas de regressão 

impôs-se ao coeficiente linear o valor zero, já que para um valor nulo de input 

observou-se um valor nulo de output. Esses coeficientes angulares não 
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apresentaram diferença estatisticamente significante. Também a comparação, 

para as condições CONT versus OUAB, do pool de valores de output para input 

de 40 a 60% ou de 80 a 100% do máximo, não apresentaram diferença estatistica 

significante (teste t pareado) (Figura IV-5).

4. DISCUSSÃO

Duas descobertas se constituem as mais importantes do presente trabalho. 

São elas a amplificação do CAPb pós-sináptico em todos os casos de tratamento 

com os glicosídeos cardíacos, e o bloqueio da PTP, induzida pelo tratamento 

prolongado com ouabaina.

A amplificação do CAPb pós-sináptico, já que ocorreu em todos oscasos 

de tratamento com os glicosídeos cardíacos, parece ser um efeito próprio desses 

glicosídeos, o qual se instala com relativa rapidez, uma vez que já foi observado 

na condição PHIP, e não parece estar relacionado com a indução de hipertensão 

arterial, pois também se manifestou no tratamento com digoxina que não alterou a 

pressão arterial média. Neste estudo não foram investigados a significância e o(s) 

mecanismo(s) causador(es) desse fenômeno. Em relação à esses mecanismos, 

uma importante hipótese aventável é que ele seja devido a um aumento, em 

relação ao controle, da amplificação do sinal ao nível da sinapse. Essa 

amplificação adicional já ocorre em muitas circunstâncias fisiológicas e 

fisiopatológicas, como a estimulação dos terminais pré-sinápticos a frequências 

mais altas (MAGLEBY & ZENGEL, 1975b; SCHLAPFER et al.,1976; 

WOJTOWICZ & ATWOOD,1986), presença de neurotransmissores (BLISS et 

al.,1981; HOPKINS & JOHNSTON,1988; WILLIAMS & JOHNSTON,1988), 

de mediadores inflamatórios (CHRISTIAN et al.,1989; WEINREICH & 

UNDEM, 1987; WEINREICH et al.,1995, e veja também o Capítulo III



213

FIGURA IV-5. DIAGRAMA DE DISPERSÃO DOS VALORES DE 

AMPLITUDE PICO A PICO DO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO (CAP) 

PÓS-GANGLIONAR (OUTPUT) EM FUNÇÃO DO CORRESPONDENTE 

VALOR PRÉ-GANGLIONAR (INPUT) OBTIDOS EM GÂNGLIO

CERVICAL SUPERIOR DE RATO

Símbolos vazios e cheios representam valores individuais, para os tratamentos 

controle e ouabaina, respectivamente, do output em função do input. Para cada 

experimento um diferente tipo de símbolo. Abcissa e ordenada, valores do CAPb 

pré- e pós-ganglionar, respectivamente, em % do CAPb pré-ganglionar máximo.



INPUT
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FIGURA IV-6. REGRESSÃO LINEAR DA FUNÇÃO INPUT/OUTPUT 

OBTIDA EM GÂNGLIO CERVICAL SUPERIOR (SCG) DE RATO 

Painel A : Condição controle. Painel B : Tratamento com ouabaina. Abcissa e 

ordenada, valores do CAPb pré- e pós-ganglionar, respectivamente, em % do 

CAPb pré-ganglionar máximo. Tratamento com ouabaina : infusão contínua de 30 

pg/kg de peso corporal/dia, na velocidade de bombeamento de 12 pl/dia, durante 

47 dias. Condição controle : infusão contínua de solução salina tamponada com 

fosfato, na velocidade de bombeamento de 12 pl/dia, durante 47 dias.



A 350

o//o

O
U

TP
U

T 
à?

 
O

U
TP

U
T

300



215

TABELA IV-1. VALORES DA INTEGRAL E DA AMPLITUDE PICO A 

PICO DO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO NA CONDIÇÃO BASAL DE 

ESTIMULAÇÃO (CAPb) OBTIDOS EM GÂNGLIOS CERVIÇAIS 

SUPERIORES (SCGs) DE RATOS.

'Gânglios de animais tratados com solução salina tamponada com fosfato durante 47 dias 

(Controle), ou com ouabaina (30 pg/kg de peso corporal/dia, 12 pg/dia) durante 14 dias (Pré- 

hipertensâo) ou 47 dias (Ouabaina) ou com digoxina (30 pg/kg de peso corporal/dia, 12 

pg/dia) durante 35 dias (Digoxina).
b Os valores mostrados são a média ± SEM (número de experimentos)

Tipo de medida do

CAP

Controle3 Ouabaina Pré-hipertensâo Digoxina

Integral

(mV.ms)

8,6 ± 0,50

(8)b

27,4 ± 5,98

(7)

31,4 ±6,29

(6)

25,1 ±4,72

(6)

Pico a Pico

(mV)

0,6 ± 0,04

(8)

2,1 ±0,42

(7)

2,1 ±0,44

(6)

1,7 ±0,17

(6)



TABELA IV-2. CURSO TEMPORAL DAS ALTERAÇÕES DOS VALORES DA INTEGRAL E DA

AMPLITUDE PICO A PICO DO POTENCIAL DE AÇÃO COMPOSTO (CAP) PÓS-GANGLIONAR APÓS A APLICAÇÃO 

DE UM TREM DE ESTIMULAÇÃO EM GÂNGLIOS CERVICAIS SUPERIORES (SCGs) DE RATOS.

aGânglios de animais tratados com solução salina tamponada com fosfato durante 47 dias (Controle), ou com ouabaina (30 pg/kg de peso 

corporal/ dia, durante 14 dias (Pré-hipertensâo) ou 47 dias (Ouabaina) ou com digoxina (30 pg/kg de peso corporal/dia, 12 pg/dia) 

durante 35 dias (Digoxina)? Os valores mostrados são a média ± SEM (número de experimentos). cValores da amplitude pico a pico e 

da integral dados em mV e mV.ms, respectivamente.

Tempo (min) 0,0 1,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

Pico a picoc 0,6 ± 0,04 6,6± 1,54 1,4 ± 0,15 1,2 ±0,13 1,1 ±0,13 1,0 ± 0,12 0,9 ±0,11 0,8 ±0,12

Controle3

(8)b Integral0 8,5 ± 0,50 25,1 ±4,25 20,6 ±2,88 18,8 ±2,46 16,8 ±2,29 14,8 ±2,15 13,3 ±2,02 11,7 ± 1,90

Pico a pico 2,1 ±0,42 3,4 ±0,61 2,6 ± 0,40 2,5 ± 0,42 2,9 ± 0,43 2,0 ± 0,45 2,1 ±0,52 2,1 ±0,56

Ouabaina

(7) Integral 27,4 ± 5,98 33,2 ± 4,29 27,8 ±3,86 28,8 ±4,41 27,4 ±4,18 22,5 ± 5,60 23,5 ± 5,09 24,3 ± 5,96

Pré-hipertensão Pico a pico 2,1 ±0,44 6,5 ± 1,94 3,6 ±0,58 3,2 ± 0,55 3,0 ± 0,54 3,0 ±0,54 2,9 ± 0,52 2,7 ± 0,49

(6) Integral 31,4 ±6,29 56,3 ± 8,36 46,5 ±9,19 45,8 ± 9,60 45,5 ± 10,02 45,7 ± 10,30 44,1 ±9,93 40,8 ± 9,33

Pico a pico 1,7 ± 0,17 3,4 ± 0,34 2,8 ±0,31 2,6 ± 0,29 2,3 ± 0,30 2,2 ± 0,35 1,9 ±0,39 1,6 ±0,48

Digoxina

(6) Integral 25,1 ±4,72 46,5 ± 4,50 38,8 ±5,10 37,3 ±5,12 36,3 ± 4,60 34,5 ± 5,58 31,2 ±6,53 26,4 ±8,11

216
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desta tese), e estímulos imunológicos (WEINREICH et al.,1995, e veja também o 

Capítulo II desta tese). A ausência de diferença estatisticamente significante 

entre os dados de input/output da amplitude pico a pico em CONT e OUAB, 

contudo, toma pouco provável que um aumento adicional da amplificação 

sináptica contribua de maneira importante para o desenvolvimento do fenômeno. 

Mesmo que os coeficientes angulares das retas que correlacionam input com 

output em CONT e OUAB fossem estatisticamente diferentes (teste t), a 

importância funcional dessa diferença estatística para a explicação do fenômeno 

seria, provavelmente pequena, já que seus valores, 2,00 e 2,27, são de diferença 

pequena para explicar a grande diferença de valores do CAPb no CONT e 

OUAB.

Os aumentos significantes e de magnitudes similares, em relação à 

condição CONT, da integral e da amplitude pico a pico do CAPb nas condições 

PHIP, OUAB e DIGO, devem, provavelmente, admitir explicação única. No caso 

da condição OUAB, essa explicação, pelas razões acima discutidas, é pouco 

provável que seja uma potenciação, adicional em relação ao controle, da 

transmissão sináptica. Pode-se sugerir que se deva a um aumento da 

excitabilidade celular. Essa hipótese teria a seu favor o fato de que nela esperar- 

se-ia que estivessem aumentados tanto o CAP pré- quanto pós-ganglionar. E isso 

é o que deve estar ocorrendo, baseado nos dados de input/ouput, que mostram um 

CAP pré-ganglionar aproximadamente duas vezes menor que o pós-ganglionar, 

em CONT e em OUAB.

É interessante observar-se a grande PTP nas condições PHIP e DIGO, 

em que o CAPm atinge níveis muito acima do CAPb nessas condições, e esse 

CAPb por sua vez já está em níveis próximos àquele do CAPm controle, que 

já está muito aumentado em relação ao CAPb controle. Isso taNoz °° torihn 

tomado possível porque o CAPb controle é obtido em presença de estimulo 

maximal e hexametônio, para reduzi-lo a valores submaximais em relação ao 
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valor na ausência desse fármaco.

Contudo, essa grande diferença entre CAPm em PHIP e CAPb 

controle, levanta a suspeita de que, além do aumento da excitabilidade, outro 

fator possa ter contribuído para o desenvolvimento do fenômeno. Caso exista 

esse fator adicional, poder-se-ia sugerir, como hipótese de trabalho, que ele 

talvez seja uma alteração das concentrações eletrolíticas no espaço intesticial do 

nervo, diminuindo a resistência elétrica desse último e dessa forma, melhorando a 

propagação dos potenciais elétricas para o espaço extra-celular extra interstício 

neuronal. Essa alteração eletrolítica seria um aumento na concentração de 

eletrólitos na vizinhança imediata do axônio causada pelo bloqueio parcial da 

sódio-potássio ATPase, pelos glicosídeos cardíacos (ALLEN et al.,1971; 

LINDENMAYER,1976; TSUDA et al.,1989).

Enquanto sobre o CAPb o tratamento com glicosídeos cardíacos teve 

um efeito estimulante, sobre a PTP, apenas o tratamento prolongado com a 

ouabaina foi ativo, e essa atividade foi depressora.

A PTP é um fenômeno sináptico e seu bloqueio deve possivelmente, 

envolver mecanismos específicos da transmissão sináptica ligados à modulação 

dessa transmissão induzida por alterações de frequência (DUNWEDDIE et 

al.,1978). É interessante observar que apesar do grande aumento dos valores do 

CAPb em todos os tratamentos, que poderíam saturar a capacidade de 

incrementação desse CAP, a PTP ainda ocorreu nas condições PHIP e DIGO, o 

que foi um dado interessante em relação à transmissão sináptica autonômica, e 

demonstra que o bloqueio da PTP na condição OUAB foi real, e não meramente 

uma saturação do sistema.

O bloqueio da PTP, induzido pelo tratamento prolongado com 

ouabaina, está provavelmente relacionado com a hipertensão, pois ambos os 

fenômenos foram observados apenas nesse tratamento. O tipo de relação, 

contudo, ainda espera elucidação. E possível que o bloqueio da PTP seja apenas 
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uma ocorrência simultânea com a hipertensão, ou que seja uma consequência 

direta da hipertensão e apenas indireta da ouabaina. Caso seja uma consequência 

direta da hipertensão, é ainda possível que seja uma peculiaridade desse modelo 

(hipertensão induzida com o uso de glicosídeos cardioativos). Contudo, é também 

possível que essa seja uma ocorrência frequente da hipertensão. A elucidação 

desse interessante aspecto exigirá que se estenda essa pesquisa a outros modelos 

de hipertensão, como o dos ratos espontâneamenta hipertensos, o modelo 

DOCA-sal, e o modelo da ingestão do 1-NAME. Esse bloqueio poderia aparecer 

nas hipertensões de origem não-neurogênica e funcionar como um mecanismo de 

feedback negativo protegendo a pressão arterial de surtos de aumento devido a 

surtos de hiperatividade simpática.

Uma outra observação interessante relacionada aos dados desse trabalho 

é que, apesar de ser um conceito muito aceito que a hipertensão se associa a um 

aumento da atividade simpática (JUDY et al.,1976; JUSKEVICH et al.,1978; 

TAKEDA & BUNAG,1978; THOREN & RICKSTEN,1979; SCHRAMM & 

BARTON,1979; TOUW et al.,1980; FOLKOW,1982; FROHLICH,1982; 

SCHRAMM & CRONOBY,1982; LUNDIN & THOREN, 1982; KOEPKE et 

al.,1987), o aparecimento de hipertensão nos ratos tratados com ouabaina não 

acarretou nenhuma alteração adicional dos valores de CAPb pós-ganglionar (em 

relação aos ratos tratados que não desenvolveram hipertensão), o que seria 

associável a um aumento de excitabilidade e, na transmissão sináptica ganglionar, 

sua atividade demonstrada foi do tipo inibitória, o bloqueio da PTP.
z

E comumente aceito que em situações in vivo e em concentrações 

terapêuticas, e particularmente na insuficiência cardíaca congestiva, devido às 

mudanças hemodinâmicas que induz e a um efeito direto sobre os barroreceptores 

do seio carotídeo e quimirreceptores periféricos, os glicosídeos cardíacos 

induzem diminuição do tônus simpático por ação reflexa (BOYAJY & 

NASH, 1965; TAKAGI et al.,1965; LEVITT & ROBERTS,1966; ATTRÉE et 
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al.,1972; NADEAU & DeCHAMPLAIN,1973; DOGGETT & CASE, 1975). O 

estudo direto dos efeitos dos glicosídeos cardíacos nos nervos e estruturas 

simpáticas, têm mostrado resultados não concordantes e mesmo conflitantes. 

Assim, estudos de KONZET & ROTHLIN (1952), posteriormente confirmados 

por PERRY & REINERT (1954) afirmam que os glicosídeos cardíacos 

potenciam a estimulação do nervo pré-ganglionar do SCG do gato.

BIRKS (1963) documentou que a digoxina aumenta significantemente a 

liberação de ACh pela terminação pré-ganglionar. KONZET & ROTHLIN (1952) 

demonstraram que os glicosídeos cardíacos potencializam a resposta contrátil da 

membrana nictante do gato em resposta à aplicação de Ach ou alta 

concentração de K+ diretamente sobre o SCG. TEN EICK & HOFFMAN (1969) 

determinaram que os glicosídeos cardíacos aumentam a excitabilidade dos nervos 

autonômicos pré-ganglionares. Por outro lado, GILLIS (1969), PACE & GILLIS 

(1976) e WEAVER et al.,(1976) afirmam que doses sub-tóxicas de glicosídeos 

cardíacos promovem diminuição dos disparos dos nervos simpáticos. MENDEZ 

et al., (1961a,b) e DAGGETT & WEISFELDT (1965) afirmam que a inibição da 

atividade simpática com diminuição dos disparos dos nervos pré- e pós- 

ganglionar simpático, participam das alterações induzidas pelos glicosídeos 

cardíacos na velocidade de contração e nas respostas contráteis do coração e na 

duração do período refratário.

As razões dessas divergências não foram investigadas, mas é possível 

que elas sejam devidas a uma série de fatores, alguns dos quais são sugeridos 

pelos nossos dados. Assim, as ações da ouabaina podem diferir muito daquela da 

digoxina, como já documentado por outros (HAMLYN & MANUNTA, 1992, 

YUAN et al.,1993; MANUNTA et al.,1994) e nesse estudo em relação à 

tendência a induzir hipertensão e bloqueio da PTP, pela ouabaina . No caso da 

ouabaina, a ausência de efeito sobre a transmissão sináptica à frequência de 

0,033 Hz, com bloqueio da potencialização dessa transmissão pelo trem de 
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estimulação a 40 Hz/20 seg, mostra que o efeito sináptico pode ser dependente da 

frequência do sinal, comportando assim, modulação de frequência.

Essa modulação, é considerada hoje muito importante na transmissão 

sináptica, pelas implicações sobre a quantidade e o tipo de co-transmissor 

liberado, podendo levar a alterações qualitativas e quantitativas no funcionamento 

sináptico (KARCZMAR et al.,1986; LOEWI & SPYER, 1990; JONHSTON & 

WU,1995). Assim, enquanto as análises anteriores dos efeitos diretos dos 

glicosídeos cardíacos sobre os componentes do ANS têm se restrito à análise da 

excitabilidade dos nervos, os nossos dados mostram que esses glicosídeos podem 

alterar aspectos importantes da transmissão sináptica, e sugerem que essas 

alterações envolvem um componente dependente de frequência.

Em resumo, os dados deste trabalho confirmam a descoberta de 

HAMLYN & MANUNTA (1992) e MANUNTA et al.( 1992a) de que a 

administração contínua e prolongada de ouabaina induz hipertensão em ratos. 

Esses dados também demonstram que a administração prolongada e contínua, de 

glicosídeos cardioativos pode induzir alteração de parâmetros eletrofisiológicos 

nervosos ganglionares, como foi aqui documentado com digoxina e ouabaina, e 

bloqueio da PTP, no tratamento com ouabaina.
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SUMMARY

This scientific work is comprised of three studies carried out on 

mammalian isolated superior cervical ganglia(SCG) superfused with Locke 

nutrient solution bubbled with 02 (95%)/CO2 (5%) and maintained at 37°C in 

the first and second cases, and at room temperature in the third one. In all the 

studies we investigated the alterations of synaptic efficiency (evoked by electric 

stimulation of the cervical sympathetic nerve trunk at frequencies which ranged 

from 0.2 to 0.33 Hz) via quantifícation of variation of the integral and peak to 

peak amplitude of the compound action potential (CAP).

In the first study in guinea pig SCG, the feasibility of induction of 

passive sensitization was investigated using two methods: i) administration of 

serum of sensitized animais to naive guinea pig; ii) incubation of ganglia isolated 

from non-sensitized guinea pigs in the serum of actively sensitized ones. Since 

both methods induced sensitization, a comparison of the CAP integral and of 

histamine release in ganglia sensitized actively (three injections of 10 mg/Kg 

body weight on altemate days) and passively by the two methods was made. The 

administration of the sensitizing antigen (ovalbumin, OVA) to the SCGs induced 

a maintained CAP potentiation which lasted over 30 mins (antigen-induced long 

term potentiation, A-LTP) and an increase in histamine release. Neither the 

magnitude nor the duration of A-LTP differed between the three methods of 

sensitization. The magnitude of histamine release, however, was smaller in the 

two methods of passive compared with active sensitization. The incidence of A- 

LTP in passively sensitized SCG shows that the cellular component specific to 

active sensitization is not necessary for the occurrence of A-LTP and that the 

cells and mediators responsible for A-LTP are resident to SCG.
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The second part of this study was to determine whether some mast cell- 

derived mediators, like prostaglandin D2 (PGD2; 1,0 pM), platelet aggregating 

factor (PAF; 0,3 pM), U44619 (a thromboxane analogue; 1,0 pM), bradikin (BK; 

100 pM), tumour necrosis factot alpha (TNFa; 7,14 nM), and also endothelin-1 

(ET-1; 0,5 pM) induce synaptic potentiation in the guinea pig superior cervical 

ganglion (SCG), and compared their effects on synaptic transmission with those 

induced by a sensitizing antigen, ovalbumin (OVA; 10 pg/ml). The experiments 

were carried out on SCG isolated from adult male guinea pigs (200-250 g) 

actively sensitized to OVA, maintained in oxygenated Locke solution at 37°C. 

Synaptic potentiation was measured through alterations of the integral of the post- 

ganglionic compound action potential (CAP). All agents tested caused long-term 

(LTP; duration >30 min) or short-term (STP; < 30 min) potentiation of synaptic 

efficacy, as measured by the increase in the integral of the post-ganglionic CAP. 

The magnitude of mediator-induced potentiation was never the same as the 

antigen-induced long-term potentiation (A-LTP). The agent that best mimicked 

the antigen was PGD2, which induced a 75% increase in CAP integral for LTP 

(antigen : 94%) and a 34% increase for STP (antigen : 91%). PAF-, U44619-, 

BK-, TNFa- and ET-1-induced increases in CAP integral ranged for LTP from 34 

to 47%, and for STP from 0 to 26%. These results suggest that the agents 

investigated may participate in the induction of A-LTP.

In the third study in rat SCG, using a model in which hypertension is 

induced by continuous ouabain infusion (30 pg/Kg body weight/day, (lasting 

longer than a month)), we compared the integral and the peak to peak amplitude 

of the CAPs of basal rhythmn and following a train of stimuli (to induce pos- 

tetanic potentiation, PTP) under four experimental conditions: i) control; animais 

which received continuous vehicle infusion; ii) pre-hypertension; animais which 

received ouabain for fourteen days; iii) ouabain; rats received ouabain for 37 

days; iv) digoxin; animais received infusion of 30 pg/Kg body weight/day of 
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digoxin during 35 days. Only the ouabain-treated animais showed a significant 

increase in mean arterial blood pressure, as compared with control. In all the 

three experimental groups a significant increase in integral and peak to peak 

amplitude of CAP was induced, which suggests that this alteration is related to 

the long lasting administration of cardiac glycosides. The PTP was altered only in 

the ouabain groups, which suggests that this alteration is related to the induction 

of hypertension. Our data have demonstrated that the continuous, prolonged 

administration of cardiac glycosides may induce alteration of ganglial 

electrophysiological parameters whose functional role remains to be determined.
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