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RESUMO

A acdo estimulatdéria da insulina no transporte de
aminodcidos neutros em gléndulas adrenais de rato, foi
demonstrado em 1989 por WASSERMANN e colaboradores.

A partir desses conhecimentos decidiu-se investigar o
transporte de aminodcidos neutros, a acdo da insulina e o
envolvimento desse fendmeno com os canais de cdlcio
dependentes de voltagem, em cdértex adrenal bovino. Decidiu-
se, também, investigar a acdo do vanadato de sdédio, um
agente com atividade "insulin-1like", sobre a captacdo de
aminodcidos neutros pelas células adreno-corticais.

Realizaram-se experimentos preliminares que
determinaram as condi¢des d6timas para a realizacdo dos
experimentos "in vitro" como o tempo de pré-incubacéo,

tempo de incubacdo, dose de insulina e a integridade do

tecido.
Foram utilizados como aminodcidos modelos, nao
metabolizaveis, o acido o-metil aminoisobutirico
- . . ;o 14
(“C)MeAIB, o) acido o-aminoisobutirico ("*C)AIB e a

cicloleucina (**C)Cleu. Os resultados foram expressos pela

relacdo entre a radioatividade no tecido e a radioatividade

no meio (T/M).
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"Slices" com cerca de 0,5mm de espessura foram pré-
incubados e incubados em tamp&o Krebs-Ringer-bicarbonato-
glicose (KRb-glicose) ou tampdo KRb-glicose-colina (meio
assédico), na presenca ou auséncia de insulina e dos
fatores de teste.

Nos experimentos realizados <com o objetivo de
verificar o envolvimento dos canais de cdlcio dependentes
de voltagem com a captacdo basal de aminodcidos e com a
acdo da insulina, foram utilizados bloqueadores desses
canais como, verapamil, niquel e cobalto.

O vanadato de sdédio apresentou um efeito inibitdrio
sobre o transporte de aminodcidos tanto em cdértex adrenal
bovino como em gléndula adrenal de rato.

Os resultados encontrados permitem indicar que o
transporte de aminodcidos neutros em cdértex adrenal bovino
ocorre preferentemente através do sistema A gue sofre a
acdo estimulatdria da insulina. A cinética da acdo hormonal
no transporte de aminodcidos em cdértex adrenal estéa
caracterizada por um aumento de Vp.x sem modificagdes
significativas do K. Os canais de cdlcio dependentes de
voltagem estdo envolvidos tanto com a captagdo basal como
com a acdo estimulatdéria do horménio. O vanadato de sdédio
ndo exerce acdo "insulin-like" sobre esse fendmeno, ao
contrario, enquanto a insulina apresenta uma agéao

estimulatdéria, o vanadato exerce um efeito inibitdrio sobre

X1



o transporte de aminodcidos através da membrana das células

adreno-corticais.
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I. INTRODUCAO

I.1. As Glandulas Adrenais

As glandulas adrenais constituem um par de estruturas
piramidais aderidas a parte superior dos rins. Diferem na
forma, localizacdo e relacéo, requerendo, portanto,
descrig¢Bes separadas. Em bovino adulto a glédndula adrenal
direita possui grosseiramente a forma de um "V", estéd
encostada a superficie medial do polo cranial do rim
direito. A superficie medial da glandula é achatada, a
superficie lateral é convexa e situa-se parcialmente na
impressdo renal do figado. A superficie ventral da gléndula
é sulcada pela passagem da vela cava caudal. A base da
gldndula ¢é irregularmente cdncava e contata obligquamente
com o polo cranial do rim. Do lado contrdrio, o A4&pice
agucado estd localizado em um dngulo entre a veia caudal e
a borda dorsal do figado. A adrenal direita ¢é mais leve
que a esquerda, pesando de 12g a 13g no bovino adulto e
medindo aproximadamente 8cm de comprimento, 3cm de largura

e 2cm de espessura.



FIGURA I.l1. VISTA VENTRAL DOS RINS E GLANDULAS ADRENAIS
BOVINAS (POPESKO, 1985).

1- Gla&ndula adrenal direita, 2-Glandula adrenal esquerda, 3-Rim
direito, 4-Rim esquerdo, 5-Veia cava caudal, 6-Aorta, 7-Ureter
direito, 8-Ureter esquerdo, 9-Artéria renal direita e veia renal

direita, 10-Artéria e veia renal esquerda, 1ll1-Ramo supra-renal caudal
da artéria renal direita, 1l2-Ramo supra-renal caudal da artéria renal

esquerda.
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FIGURA I.2. GLANDULA ADRENAL DIREITA

FIGURA T.3.GLANDULA ADRENAL ESQUERDA.
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FIGURA I.4. CORTE TRANSVERSAL DA GLANDULA ADRENAL ESQUERDA.

A gléndula adrenal esquerda possui a forma de um "C",
estd localizada sobre a linha mediana justamente caudal a
artéria mesentérica cranial e sobre a face medial da veia
cava caudal aproximadamente 5 a 8 cm cranial ao rim
esquerdo. A superficie lateral estd relacionada com o saco
dorsal do rumen. A superficie medial estd relacionada com a
veia cava caudal. No bovino adulto a glédndula pode medir
8cm de comprimento, 6cm de largura e 3cm de espessura,
pesando cerca de 14, 5g.

Os nervos aferentes para as gléndulas adrenais de

animais domésticos s&@o quase todos simpdticos, originando-



se dos uUltimos e poucos nervos tordcicos espinhais. Eles
alcancam a adrenal através do plexo adrenal que € derivado
primariamente do plexo celiaco. Aproximadamente 50 a 70%
sdo fibras pré-ganglionares mielinizadas as quais{terminam
nas células medulares. O parénquima cdértico-adrenal n&do &
inervado. Feixes nervosos s&8o muito evidentes na medula

adrenal de boi (GETTY, 1981).

As gléndulas adrenais dos mamiferos consistem em duas
gladndulas enddécrinas distintas funcionalmente dentro de uma
Unica cépsula. Possuem dois tipos distintos de tecidos
constituindo a medula e o cértex. A medula é formada pelo
tecido cromafinico, assim chamado porgue suas células sé&o
coradas com dicromato de potdssio. Produz adrenalina e
noradrenalina. E derivada da simpatogénia que migra da
crista neural sendo de origem ectodermal. Em anfibios,
répteis e aves as células cromafinicas sd8o amplamente
distribuidas através do tecido cortical. Nos mamiferos a

medula é envolvida pelo cértex e entdo encapsulada (ORTH,

KOVACS, DEBOLD, 1992).

O cértex é indispensavel para a vida, estando
envolvido em muitos processos fisioldgicos da economia
celular. Deriva-se do epitélio celbmico e tem origem
mesodermal. O reconhecimento da importéncia vital do cdértex

supra-renal remonta a 1855 quando Thomas Addison definiu a



sindrome que leva seu nome, provocada pela insuficiéncia de
esterdides (cortisol e aldosterona), enguanto que a
hiperfungdo do cdértex caracteriza a Sindrome de Cushing com

muitas manifesta¢des deletérias para o organismo.

Nos 1Ultimos 35 anos tornou-se possivel o uso de
técnicas experimentais mais sofisticadas, o que permitiu um
aumento do conhecimento da a¢do dos hormbénios esterdides,
bem como os mecanismos que regulam os seus niveis
plasmdticos e a fisiopatologia das sindromes de excesso ou
falta desses esterdides. Os hormbnios esterdides ligam-se a
receptores intracelulares e o complexo resultante liga-se
ao DNA nuclear, regulando a transcricgdo de gens especificos
cuja produgdo media os efeitos dos hormbénios. Assim, muitos
estudos tem fornecido informagdes n&do somente sobre a
atividade secretora do cdértex adrenal mas também sobre os

mecanismos pelos quais a expressdo dos gens é regulada.

I.1.1. O Cértex Supra-renal

O cdértex constitul aproximadamente 80% do peso e
volume da glandula, sendo formado por células epitelidides
dispostas em corddes ou colunas continuas, separadas por

capilares. Produz mais de 50 diferentes esterdides sendo



fonte de glicocorticédides, mineralocorticdides e também de

andrégenos e estrdgenos.

As células adrenocorticais diferenciam-se muito cedo
no desenvolvimento fetal, aproximadamente entre a quarta e
a sexta semana de vida fetal. A estrutura cortical cresce
rédpidamente excedendo em até tré&s vezes o tamanho do rim. O
cértex adrenal fetal regride no uUltimo més de gestacéio,
sendo esse processo acelerado logo apds o nascimento. Em
humanos adultos o tamanho da adrenal ¢é somente cerca de

1/30 do tamanho do rim (ORTH, KOVACS, DEBOLD, 1992).

Estruturalmente, o cdértex estd dividido em trés zonas:

glomerulosa, fasciculada e reticular.

A zona glomerulosa €é a mais extensa, adjacente a
capsula da gléandula, e suas células estdo dispostas em
massas irregulares. A microscopia eletrdnica revelou,
nessas células, a existéncia de numerosas e longas
mitocébndrias com cristas lamelares que diferem nitidamente
da aparéncia das mitocdndrias de outras zonas corticais. A
aldosterona é especifica e exclusivamente elaborada pelas

células da zona glomerulosa, na maioria dos mamiferos.

A zona mediana €& chamada zona fasciculada; os corddes

ou colunas de células apresentam-se retilineos e dispostos



radialmente. Essa zona é a mais extensa da adrenal e suas
células apresentam um grande numero de gotas lipidicas e um
abundante reticulo endoplasmdtico 1liso. As mitocéndrias
variam em tamanho e s3o frequentemente maiores que as
mitocéndrias das zonas reticular e glomerulosa. A zona
fasciculada é a principal fonte de cortisol na maioria dos
mamiferos, e de corticosterona em muitos roedores, sendo
que em bovinos adultos produz tanto cortisol como

corticosterona.

A zona cortical mais interna é chamada zona reticular
onde os cord8es ou colunas de células formam uma rede
irregular. Essa células possuem um numero menor de gotas
lipidicas e suas mitocéndrias sdo parecidas com as da zona
fasciculada. A zona reticular produz esterdides sexuais,

andrégenos e estrdgenos, além de seus precursores.

Apesar do cdértex adrenal estar dividido em distintas
zonas, sabe-se que a gléandula, como um todo, reage
prontamente a mudancgas na presséao sanguinea, nos
eletrdlitos e responde ao stress com 1liberagdo de
horménios. Esse comportamento supde a existéncia de um
efetivo sistema de comunicacdo celular, o gqual poderia ser

atribuido & presenca de "gap junctions (BLACK et al. 1979).



As "gap Jjunctions" permitem a passagem de pequenas
moléculas hidrossoliveis do citoplasma de uma célula para o
de outra. Dessa maneira, ligam as células tanto elétrica
como metabolicamente e ajudam a coordenar a funcdo do
6rgdo. Pequenas moléculas fluorescentes injetadas numa
célula passam rapidamente para as células adjacentes sem
escoar pelo espago extracelular, demonstrando a

comunicabilidade entre as mesmas.

A permeabilidade das “"gap junctions" é réapida e
reversivelmente diminuida por processos experimentais que
baixem o pH intracelular ou aumentem a concentracdo
intracelular de cdlcio livre (TURIN, WARNER, 1980), sendo
aumentada com a concentracdo intracelular de cAMP. Essas
observagBes confirmam a possibilidade de que as “"gap
junctions" s&o estruturas dindmicas cuja permeabilidade

pode ser controlada pelas células que as formam.

USADEL e colaboradores em 1993 demonstraram a presenga
de "gap junctions" em cértex adrenal de rato assim como em
culturas primdrias de células adrenocorticais bovinas. Na
transicdo entre as zonas glomerulosa e fasciculada as
comunicacdes ocorrem entre os dois tipos de células bem
como em células adjacentes da mesma zona. USADEL e
colaboradores em 1993 sugeriram gue as "gap Jjunctions"

exercem um importante papel na rdpida mediagdo de sinais



pardcrinos entre as células adrenocorticais. Assim, estando
as células das diferentes zonas conectadas entre si, sinais
paracrinos podem ser transmitidos por toda a glandula

realcando o conceito de uma unidade funcional.

I.1.1.1. Biossintese de hormdnios esterdides

Os hormbénios esterdides produzidos pelo cdértex adrenal
sdo membros de um grupo de compostos derivados de uma
estrutura bédsica, o ciclopentano perhidrofenantreno. Esses
compostos estdo amplamente distribuidos tanto entre os
vegetals como entre os animais, existindo muitos esterdides
ndo hormonais <como o ergosterol, colesterol, acidos
biliares e outros. Modificag¢des quimicas introduzidas na
estrutura bdsica desses compostos, como insaturacdo entre
carbonos, adig¢do de grupos hidroxila, cetdnicos ou outros
grupos, determinam as suas diferentes fung¢des bioldgicas. O
colesterol é a fonte de todos os hormbnios esterdides,
sendo que o principal suprimento para a esteroidogénese é o
colesterol circulante no plasma ligado as lipoproteinas de

baixa densidade (LDL) .

As células produtoras de hormdénios esterdides
apresentam receptores para as lipoproteinas de baixa
densidade, localizados na membrana plasmatica em estruturas

chamadas "coated pits" (ORTH, KOVACS, DEBOLD, 1992). Apds a
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ligagdo, as "coated pits" juntamente com o colesterol e
receptor sofrem endocitose na forma de vesiculas. Em
seguida os componentes protéicos sdo hidrolizados liberando
o0 colesterol n&o esterificado. Esse poderd ser utilizado
imediatamente na sintese dos horménios esterdides ou ser

reesterificado e armazenado em vacuolos lipidicos.

O cértex adrenal também sintetiza colesterol "de novo"
a partir de acetil coenzima A. Sob condic¢des normais cerca
de 20% da capacidade esteroidogénica depende da biossintese

intracelular de colesterol.

A maioria das reac¢des envolvidas na sintese dos
horménios esterdides é catalizada por enzimas do citocromo
P450, localizadas nas membranas do reticulo endoplasmdtico
e das mitocdndrias. Assim a primeira etapa da sintese de
esterbéides <consiste na transformacdo do colesterol a
pregenolona e aldeido isocaprdico. Essa etapa é catalizada
pela enzima, ligada ao citocromo P59, de clivagem da cadeia
lateral do colesterol localizada na membrana interna da

mitocdndria (BEST, TAYLOR, 1989).

Em todos os tecidos produtores de hormdnios esterdides
como supra-renal, ovadrios e testiculos, que estdo sob o
controle de horménios tréficos como ACTH, LH e HCG, a etapa

limite da esteroidogénese ¢é Jjustamente a formag¢do da

11



pregenolona. Essa etapa requer constante sintese protéica e
pode envolver a formagdo de polifosfoinositol para
facilitar a interacdo entre enzima e substrato. De outra
maneira pode-se afirmar que a limitagdo dessa etapa
consiste na disponibilidade do substrato, colesterol, para
a enzima de clivagem mitocondrial. O ACTH e outros
estimulos esteroidogénicos aumentam a interacdo do
substrato com a enzima no sentido de aumentar a producdo de

esterdides.

Apdés a formacdo de pregnenolona seguem-se diferentes
rotas que levardo a formagcdo de mineralocorticdides,

glicocorticdéides e esterdides sexuais (BEST, TAYLOR, 1989).
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I.1.1.2. Mineralocorticdides

A sintese de mineralocorticdéides ocorre, na sua
maioria, na zona glomerulosa. O principal
mineralocorticdide e o principal hormdénio esterdide
retentor de sd6dio na grande maioria dos mamiferos, é a
aldosterona, cuja produgdo é regulada pelo sistema renina-
angiotensina, ACTH e potdssio. A aldosterona exerce no
minimo 95% da atividade mineralocorticéide do cértex supra-
renal, sendo o restante exercido pela corticosterona e pela
pequena quantidade de desoxicorticosterona secretada pela

zona glomerulosa.

I.1.1.3. Glicocorticdides

O cortisol (hidrocortisona) e corticosterona s8o os
principais glicocorticdides produzidos pela zona
fasciculada do cértex adrenal. O cortisol é predominante no
homem. Em alguns roedores a predominéncia é da
corticosterona e nos ruminantes encontram-se quantidades
proporcionais de ambos esterdides. Cerca de 29 esterdides
sdo secretados pela supra-renal bovina, dos gquais apenas
sete sdo conhecidos como biologicamente ativos. Em outras
espécies mais amplamente estudadas foram encontrados cerca
de 50 diferentes esterdides. Cortisol e corticosterona sé&o

os principais glicocorticdéides produzidos pelas adrenais de



bovinos adultos. A proporcgao entre cortisol e
corticosterona no sangue venoso supra-renal é de 1:1 em
bovinos, 15-20:1 em ovinos e de 0,05:1 em ratos e coelhos.
Em bezerros recém nascidos o principal glicocorticdide
produzido €é o cortisol, sendo que a secrecgdo de
corticosterona inicia somente a partir do décimo dia de

vida (McDONALD, 1978).

I.1.1.4. Esterdides sexuais

Os esterdides sexuais sdo sintetizados pelas células
da zona reticular a partir da 17-hidroxiprogesterona e da
17-hidroxipregnenolona (ver figura 5). A cadeia lateral dos
carbonos 20 e 21 sdo removidas originando, respectivamente,
desidroepiandrosterona (DHEA) e androstenodiona. A DHEA é
sulfatada por uma enzima especifica. As formas 1livre e
sulfatada da DHEA sd8o os principais andrdégenos produzidos

pela glédndula adrenal.
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I.1.2. A Medula Adrenal

I.1.2.1. Estrutura

A medula adrenal e o sistema nervoso simpdtico formam
uma unidade anatfmica e fisioldgica, freqgiientemente chamada
de sistema simpatomedular. As células com grénulos
cromafinicos da medula supra-renal s&o equivalentes aos
neurdnios pds-ganglionares. A medula é inervada por fibras
pré-ganglionares colinérgicas derivadas do nervo
esplancnico. A acetilcolina liberada desses neurdnios pré-

ganglionares ativa as células da medula no sentido de

sintetizar e secretar catecolaminas: adrenalina e
noradrenalina.
A noradrenalina representa o principal

neurotransmissor ou mediador quimico secretado pelas
termina¢des nervosas em nivel de sistema nervoso central e
dos tecidos, sendo portanto neurotransmissor de acéo
localizada. A adrenalina, por outro lado, é o principal
produto das células cromafinicas. E secretada para a
circulacdo sistémica, exercendo efeito sobre todos os
tecidos e &érgdos que possuam receptores especificos. Cerca
de 80% da secrecdo da medula adrenal é representada pela
adrenalina e 20% ©pela noradrenalina. E importante

considerar que a adrenalina e a noradrenalina liberadas

16



pela medula estimulam estruturas ndo enervadas diretamente
pelo sistema nervoso simpatico podendo a adrenalina, por

exemplo, intensificar o metabolismo celular.



I.2. Transporte de Aminodcidos

I.2.1. Introducédo

O conteudo celular encontra-se separado do meio
extracelular pela membrana plasmdtica, constituida de
proteinas e de uma bicamada lipidica servindo, portanto,
como uma barreira para a maioria das moléculas polares. Por
essa razdo, as células possuem maneiras especiais de
transferir moléculas polares através da membrana. Assim
como em membranas lipidicas artificiais, as membranas
celulares permitem que a &gua e outras pequenas moléculas
polares, bem como moléculas apolares, atravessem a membrana

por simples difus&do fisica.

As membranas celulares apresentam proteinas
especificas responsdveis pela transferéncia de um soluto ou
de um grupo de solutos polares, como por exemplo, ions,
aminodcidos, acucares, nucleotideos e muitos metabdlitos
celulares. Essas proteinas “proteinas carreadoras”, ocorrem
em muitas formas e em todos os tipos de membranas

bioldgicas.

Algumas proteinas transportadoras transferem apenas um

soluto de um lado a outro da membrana, constituindo o



sistema “uniport”. Outras funcionam como um sistema de
cotransporte onde a transferéncia de um soluto depende
simultaneamente da transferéncia de um segundo soluto.
Quando ocorre na mesma direcdo constitui o chamado

“symport” e quando em direg¢des opostas o “antiport”.

Muitas proteinas transportadoras permitem o movimento
de solutos especificos através da membrana pelo sistema
chamado “transporte passivo”. Quando a molécula é apolar,
sua concentragdo determina a direcdo do transporte,
entretanto, quando o soluto é polar, a direcdo do
transporte é determinada por seu gradiente de concentracdo
e pelo gradiente elétrico, ou seja, pelo seu gradiente
eletroquimico. Algumas proteinas transportadoras que mediam
o transporte passivo formam canais aquosos-"“canais
protéicos”, permitindo que solutos de tamanho apropriado e
carregados atravessem a bicamada por difusdo simples.
Outras proteinas transportadoras, os “carriers protéicos”,
ligam-se a moléculas especificas transferindo-as através da

membrana, num processo chamado “difusdo facilitada”.

Algumas proteinas funcionam como bombas que dirigem
ativamente o movimento de solutos especificos contra seu
gradiente eletroquimico pelo chamado “transporte ativo”. Ao
contrédrio do transporte passivo gue pode ocorrer

espontaneamente, o transporte ativo estd firmemente ligado
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a uma fonte de energia metabdlica. Mais frequéntemente isso
envolve hidrélise de ATP ou cotransporte de Na' e H'

17

diminuindo seus gradientes eletroquimicos.

As proteinas transportadoras especificamente ligam e
transferem a molécula soluvel atrav